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Resumo 
A insuficiência renal crônica (IRC) é uma doença de elevada morbidade e 
mortalidade, que requer tratamento de alto custo e possui grande impacto na 
qualidade de vida. Ao longo de sua progressão, é frequente o aparecimento dos 
distúrbios de sono, os quais têm sido associados a uma menor chance de sobrevida 
nessa população. Devido à exposição a situações estressoras como a diálise, à 
permanência constante em ambiente hospitalar e à alta prevalência de distúrbios de 
sono, a restrição de sono constitui outro fator inerente ao cotidiano do paciente com 
IRC. Sabe-se, porém, que o sono exerce funções essenciais na restauração e 
manutenção da homeostasia corporal, sugerindo um possível papel da falta de sono 
no avanço da IRC. Assim, um tratamento alternativo que pudesse prevenir ou tratar 
as possíveis complicações decorrentes da falta de sono, melhorando a evolução da 
doença seria um avanço de grande relevância. Nesse sentido, ressalta-se o uso do 
sildenafil, o qual tem apresentado efeitos benéficos no sistema renal, cardiovascular 
e sexual. Portanto, o presente estudo teve como objetivo investigar o papel do sono 
e do sildenafil na progressão da IRC por meio de duas investigações: 1) Estudo do 
padrão de sono na evolução da IRC; 2) Avaliação dos efeitos do sildenafil e da 
restrição de sono na progressão da IRC. Em relação ao primeiro estudo, os 
resultados revelaram que animais com IRC após oito semanas apresentaram um 
sono fragmentado e com inversão do ciclo vigília-sono, que compensou sua 
necessidade homeostática. No entanto, com 12 semanas de IRC, observou-se 
redução do tempo total de sono e do sono paradoxal, além do elevado número de 
despertares. Em geral, a perda da função renal e o aumento da pressão arterial 
sistólica foram considerados fatores preditores independentes da piora na qualidade 
do sono. Em relação ao segundo estudo, observou-se que o tratamento com 
sildenafil foi capaz de reduzir a proteinúria e as alterações da morfologia renal, 
aumentando o clearance de creatinina e evitando o desenvolvimento da hipertensão, 
a perda excessiva de peso, o hipogonadismo, a disfunção erétil, a dislipidemia e o 
aumento de citocinas pró-inflamatórias. Entretanto, frente à restrição de sono esses 
efeitos benéficos foram atenuados, com exceção da melhora no desempenho 
sexual. Houve também um aumento da sobrevida induzido pelo tratamento com 
sildenafil, o qual em 75% o risco de mortalidade. No coração, a expressão gênica de 
eNOS e ECA2 aumentaram seletivamente nos animais IRC não-restritos de sono, 
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explicando em parte a redução da hipertensão nesse grupo. Porém, um aumento da 
expressão cardíaca de NOX2 associado a elevados níveis de aldosterona foi 
encontrado no grupo IRC tratado com sildenafil e restrito de sono, o qual também 
apresentou aumento significativo da frequência cardíaca. No rim, observou-se 
aumento na expressão de NOX2 e redução de NOX4 e DDAH1 nos animais IRC 
comparados aos controles, independente do tratamento e da restrição de sono. A 
expressão de eNOS, no entanto, foi maior no grupo IRC tratado com sildenafil e não-
restrito de sono. No testículo, a restrição de sono elevou a expressão de eNOS, 
explicando em parte a melhora no comportamento sexual. Além disso, uma redução 
na expressão gênica de DDAH1 e ECA2 foi identificada apenas no grupo IRC 
tratado com veículo em comparação aos demais grupos. No corpo cavernoso, a 
expressão de NOX2 foi reduzida pelo tratamento com sildenafil nos animais IRC, 
independente da restrição de sono, enquanto o aumento na expressão de eNOS e 
ECA2 foi observado apenas no grupo IRC tratado com sildenafil e não-restrito de 
sono. Após a restrição de sono, um aumento da expressão de iNOS foi observado 
apenas no grupo IRC tratado com veículo. Em conclusão, o presente estudo mostrou 
que tanto as alterações na arquitetura do sono como a redução no tempo de sono 
estão relacionadas a um maior avanço da IRC de maneira bidirecional. Além disso, o 
tratamento com sildenafil apresentou benefícios na IRC, principalmente quando não 
associado à restrição de sono, pois retarda o avanço da doença e evita o 
desenvolvimento da hipertensão e da disfunção erétil por meio de alterações 
mediadas em parte pela redução da expressão de NOX2 e aumento de NOS, 
DDAH1 e ECA2 em múltiplos órgãos. Apesar disso, um possível efeito cardiotóxico 
deve ser mais bem investigado. Em suma, este trabalho sugere que para um melhor 
tratamento e evolução da IRC se faz necessária uma boa qualidade e quantidade 
adequada de sono. 
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1 INTRODUÇÃO 
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1.1 Função renal 
Os rins são órgãos dinâmicos que desempenham funções de 
importância vital para o organismo: homeostática, excretória, endócrina e reguladora 
de hormônios. A função homeostática é a responsável pela manutenção do 
equilíbrio hidroeletrolítico e ácido-básico que contribuem para a preservação da 
homeostase interna do organismo. A função excretória permite a eliminação dos 
catabólitos do metabolismo (ureia, ácido úrico, fosfatos, sulfatos, dentre outros). Por 
fim, a função endócrina e reguladora de hormônios é relacionada à produção de 
vitamina D, eritropoetina, renina e pelo catabolismo e regulação de vários outros 
hormônios (Cendoroglo et al, 1998). Todavia, o rim é um órgão primordialmente 
excretor e que depende, pois, da preservação do processo de filtração glomerular. 
Nesse processo, o sangue é filtrado por meio dos capilares glomerulares e a água e 
seus constituintes, não-proteicos e proteicos de baixo peso molecular, são 
transferidos para a cápsula de Bowman, enquanto as células sanguíneas e 
proteínas de alto peso molecular permanecem retidas (Cendoroglo et al, 1998; 
Kretzler et al, 2001). 
 
1.2 Insuficiência renal crônica (IRC) 
Com a perda progressiva e irreversível da função renal, estabelece-se 
o quadro de insuficiência renal crônica (IRC), caracterizada por uma redução 
permanente no número de néfrons e não pela lesão de qualquer de suas partes 
específicas (Zatz, Fujihara, 1998). Esta progressão de doença renal é um processo 
por meio do qual diversas doenças geram um declínio persistente da função renal 
até o estágio de IRC (Klahr et al, 1988; Fine et al, 1998; Remuzzi, Bertani, 1998). As 
lesões morfológicas destrutivas que levam ao desaparecimento dos néfrons 
produzem uma queda da filtração glomerular e da capacidade de transporte tubular, 
evocando respostas compensatórias morfológicas e funcionais. Essas alterações 
são representadas por hipertrofia e hiperplasia dos néfrons remanescentes, que são 
capazes de se adaptar à nova condição biológica, multiplicando em várias vezes seu 
compasso de trabalho, aumentando a taxa de filtração, a fim de atenuar a queda do 
ritmo de filtração glomerular (Brenner et al, 1982). Quando a doença renal 
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compromete grande parte dos néfrons funcionantes e o ritmo de filtração glomerular 
se reduz em cerca de 30 a 50%, a progressão para a IRC ocorre inexoravelmente 
(Fine et al, 1998; Terzi et al, 1998). 
Os mecanismos envolvidos na progressão da IRC independentemente 
de sua etiologia, não estão totalmente esclarecidos. A agressão renal inicial pode 
ser consequência de fatores mecânicos como o hiperfluxo e a hipertensão 
glomerular, fatores imunológicos, tóxicos ou decorrentes de alterações da barreira 
de filtração glomerular. Posteriormente, há o aumento de matriz extracelular, 
proliferação celular, ativação de fatores de crescimento, produção de citocinas, além 
do recrutamento de células inflamatórias (Zatz, 2000). Na fase final, ocorre 
cicatrização do tecido agredido com proliferação de tecido conjuntivo, geralmente 
irreversível. Os rins também são importantes para a manutenção da homeostase. 
Qualquer desvio deste balanço rígido implica na retenção de excretas e no acúmulo 
ou depleção de água, sódio, potássio e outros componentes essenciais do meio 
interno. Por essa razão, cada néfron remanescente deve adaptar-se de modo a, em 
conjunto com os demais, dar conta de cada um dos balanços que o organismo 
necessita manter.  
O rim terminal apresenta lesão histopatológica comum conhecida por 
glomerulosclerose, que é caracterizada por áreas de proliferação celular, colapso 
dos capilares e atrofia dos túbulos circundados por células inflamatórias. Embora 
essa situação possa perdurar durante vários anos, não é possível mantê-la estável. 
Com maior ou menor rapidez, a maioria dos pacientes com IRC progride 
inevitavelmente para a fase terminal, quando passam a necessitar de terapêuticas 
como diálise crônica ou transplante renal. No Brasil, segundo dados da Sociedade 
Brasileira de Nefrologia (2000-2011), o número de pacientes em diálise é de 91.314 
(476 pacientes por milhão de habitantes) com um crescimento anual de 10%. Nos 
Estados Unidos em 2004 este número era de aproximadamente 497.934 e de 
acordo com o Sistema de Dados Renais dos Estados Unidos, a prevalência de 
doença renal crônica continua a crescer a cada ano. 
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1.3 Alterações cardiovasculares na IRC 
Paralelamente ao contínuo crescimento na prevalência da IRC, a 
hipertensão arterial sistêmica tem afetado cada vez mais os pacientes renais 
crônicos. Esta, por sua vez, parece ser um fator contribuinte para a 
glomerulosclerose em diferentes nefropatias, contribuindo significativamente com a 
morbidade cardiovascular e mortalidade dos pacientes renais crônicos. Em 1998, 
Foley e colaboradores (Foley et al, 1998) demonstraram que mesmo nas fases mais 
precoces da doença renal crônica, esses pacientes apresentam um risco mais 
elevado de doenças cardiovasculares quando comparado à população geral. Muitos 
estudos têm demonstrado que a diminuição da pressão sanguínea na IRC pode 
reduzir a taxa de perda da função renal e que o bloqueio do sistema renina-
angiotensina, grande regulador da pressão sanguínea in vivo, tem efeitos aditivos 
renoprotetores sobre este controle da pressão sanguínea (Parving, 1987; Klag et al, 
1996; Maschio et al, 1996). O quadro hipertensivo está diretamente relacionado à 
maior ativação do sistema renina-angiotensina, que contribui com o desenvolvimento 
da hipertensão e também da proteinúria.  
O sistema renina-angiotensina é um dos principais moduladores da 
pressão arterial, sendo composto por uma complexa cascata de enzimas e 
peptídeos com diversas funções biológicas. Esse sistema desempenha papel 
primordial na homeostase da pressão arterial e no balanço hidroeletrolítico (Ferreira, 
Santos, 2005). A cascata é iniciada pela liberação de protease renina nos rins e 
angiotensinogênio no fígado. A renina é liberada pelas células justaglomerulares do 
rim em resposta à redução da pressão arterial, queda no transporte de sódio no 
túbulo distal ou aumento do tônus simpático (Rush, Aultman, 2008). A renina 
hidrolisa o angiotensinogênio produzindo o decapeptídeo angiotensina 1, que em 
seguida, por meio da enzima conversora de angiotensina (ECA) abundante no 
pulmão, células endoteliais, rins e cérebro, produz a angiotensina 2, que ainda 
podem dar origem a outros peptídeos bioativos menores, como a angiotensina 1-7 
(Rush, Aultman, 2008). A angiotensina 2 exerce seus efeitos por meio de dois 
receptores, receptor de angiotensina tipo 1 (AT1) e receptor de angiotensina tipo 2 
(AT2). Esses dois receptores exercem efeitos basicamente antagônicos (Barker et 
al, 2006). As ações da angiotensina 2 mediadas por AT1 incluem vasoconstrição, 
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efeitos pró-inflamatórios, mudança no cálcio citosólico, fibrose, efeito cronotrópico e 
inotrópico positivo, proliferação celular, síntese e secreção de aldosterona e 
reabsorção tubular de sódio (Zhang, Sun, 2006). Por outro lado, o receptor AT2 
medeia efeito de inibição de proliferação celular, estimula apoptose e possui um 
efeito vasodilatador pela formação de bradicinina e oxido nítrico (NO) (Ferreira, 
Santos, 2005; Rush, Aultman, 2008). 
Com relação à angiotensina 1-7, sua descoberta é mais recente se 
comparada à angiotensina 2, e suas funções estão bastante relacionadas. A 
angiotensina 1-7 pode ser formada pela ECA2 (enzima homologa à ECA) 
diretamente a partir da angiotensina 2 ou pela formação de angiotensina 1-9 com 
subsequente hidrólise a angiotensina 1-7, pela ECA. Diferentemente dos outros 
derivados, a angiotensina 1-7 possui efeitos via receptor próprio (MAS), que são 
contra-regulatórios em relação aos efeitos cardiovasculares da angiotensina 2 (He et 
al, 2010). Esses efeitos incluem a vasodilatação, a atividade antitrombótica, o efeito 
antiarritmogênico, a melhora da função contrátil pós-isquêmicca, a inibição da 
proliferação celular e hipertrofia cardíaca, o aumento do fluxo renal e a modulação 
da atividade do sistema nervoso central (Ferreira, Santos, 2005; Agata et al, 2006). 
Além de suas funções hemodinâmicas, a angiotensina 2 age como 
uma citocina multifuncional, atuando como fator de crescimento, aumentando a 
proliferação de miofibroblastos, estimulando a síntese de matriz extracelular e 
agindo também sobre a função dos macrófagos e células T através de receptores 
AT1. Fato esse associado à alta pressão transmitida aos glomérulos que resulta em 
fluxo glomerular aumentado e consequente desenvolvimento de hipertrofia 
glomerular (Dirks, Brenner, 1994; Herrera-Acosta, 1994). Estudos experimentais nos 
quais se inibiu a ECA ou diretamente os receptores de angiotensina 2 por meio de 
antagonistas seletivos demonstraram uma diminuição da proteinúria bem como um 
retardo na progressão da IRC (Remuzzi et al, 2002). Na IRC, a perda da função 
renal parece estar também relacionada a um círculo vicioso de hipertensão, sendo 
de extrema importância o controle da pressão arterial nessa doença a fim de se 
evitar as complicações cardiovasculares. 
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A doença cardiovascular representa a principal causa de mortalidade 
entre os portadores de doença renal crônica. Observa-se que nos portadores de IRC 
a doença cardiovascular se comporta de maneira diferente da desenvolvida na 
população geral. idade avançada, sexo masculino, altos níveis de LDL, baixos níveis 
de HDL, sedentarismo, menopausa e histórico familiar de problemas 
cardiovasculares são fatores independentes que por si só já aumentam o risco de 
eventos cardiovasculares (Kannel et al, 1961; Rodrigues, 2007). Entretanto, há de se 
considerar os fatores de risco que estão intrinsecamente associados à doença renal 
crônica tais como: albuminúria, hiperhomocisteinemia, anemia, anormalidades do 
cálcio e fósforo, sobrecarga volêmica, desequilíbrios eletrolíticos, inflamação, fatores 
trombogênicos, alterações no metabolismo do NO, estresse oxidativo e distúrbios de 
sono (Zoccali et al, 2003). Apesar desta abundância de fatores envolvidos, não se 
tem ainda a contribuição exata de cada um deles na progressão da doença. 
 
1.4 Estresse oxidativo na IRC 
A relação entre o estresse oxidativo e a IRC deve-se à maior ação da 
angiotensina 2, principal produto resultante da ativação do sistema renina-
angiotensina-aldosterona, a qual induz vasoconstrição, dentre outros efeitos. Essa 
indução ocorre, em parte, por ativação da enzima nicotinamida adenina 
dinucleotídeo fosfato (NADPH)-oxidase, que por sua vez leva à superprodução de 
espécies reativas de oxigênio (ERO), sendo o radical superóxido o elemento mais 
importante. Juntamente da ERO, a produção de peróxido de nitrito (potente 
oxidante) e peróxido de hidrogênio contribuem para a lesão celular. 
Consequententemente, esses elementos promovem danos às membranas celulares, 
organelas e ao conteúdo nuclear (efeito genotóxico), resultando em morte celular de 
tecidos importantes como os rins, coração, endotélio vascular e cérebro, o que 
justifica em parte a progressão da doença (Sener et al, 2007).  
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Alguns estudos têm demonstrado que o aumento nas ERO reduz a 
produção de NO ou sua biodisponibilidade, levando a um prejuízo da função 
endotelial e erétil (Keegan et al, 1999; Kim et al, 1999; Ushiyama et al, 2004; Burnett 
et al, 2006), uma vez que os estímulos sexuais induzem a distribuição de NO das 
terminações do nervo peniano e células endoteliais, as quais por sua vez promovem 
o relaxamento do músculo liso dos corpos cavernosos e aumentam o fluxo 
sanguíneo para o pênis. Baixos níveis de ERO são importantes na regulação da 
função fisiológica. Entretanto, a produção excessiva de ERO pode bloquear os 
mecanismos de defesa antioxidante, levando a mudanças patológicas observadas 
em doenças vasculares. As ERO causam danos vasculares por promover o 
crescimento e proliferação de células musculares lisas, aumentando os depósitos de 
proteína de matriz extracelular, ativando metaloproteases de matriz, induzindo 
disfunção endotelial, e alterando o tônus vascular. O aumento de atividade da 
NADPH-oxidase contribui para o desenvolvimento da aterosclerose, hipertensão, 
diabetes e hipercolesterolemia.  
Em 2008, Jin e colaboradores evidenciaram que ratos Sprague-Dawley 
normotensos quando administrados com angiotensina 2 apresentavam hipertensão 
e disfunção erétil, a qual era associada a um aumento na produção de ERO no 
tecido peniano isolado e a uma maior expressão da subunidade p47phox da 
proteína NADPH-oxidase (Jin et al, 2008). Os autores encontraram também que as 
ERO foram responsáveis por diminuir a expressão de NO sintase (NOS) no pênis 
dos ratos hipertensos, demonstrando pela primeira vez a estreita relação entre ERO 
derivadas de NADPH-oxidase, disfunção erétil in vivo e hipertensão. 
 
1.5 Disfunção erétil na IRC 
A prevalência da disfunção erétil tem aumentado dramaticamente no 
mundo em paralelo com a idade da população. Em 1995, a disfunção erétil era 
estimada em mais de 150 milhões de homens. Considerando o envelhecimento da 
população de países ocidentais, estima-se que mais de 300 milhões de homens 
serão afetados por disfunção erétil no ano de 2025 (Bellinghieri et al, 2006).  
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A disfunção erétil é outra comorbidade comum na IRC associada à 
uremia (Iglesias et al, 2012). Está presente em aproximadamente 30% dos pacientes 
com falência renal crônica e em 50% dos pacientes submetidos ao tratamento de 
diálise. Uma grande variedade de problemas sexuais é relatada, incluindo alterações 
no padrão de hormônios sexuais, redução ou perda total da libido, infertilidade e 
impotência, sintomas que prejudicam o bem-estar dos pacientes. Em particular, a 
disfunção gonadal é um achado frequente em homens com IRC e em estágio final 
da doença. A deficiência de testosterona, geralmente acompanhada de aumento nas 
concentrações séricas de gonadotrofinas, está presente em 26 a 66% dos pacientes 
de diferentes estágios da doença (Iglesias et al, 2012). Os mecanismos patogênicos 
incluem causas fisiológicas, psicológicas e orgânicas (Bellinghieri et al, 2006). 
Tsujimura e colaboradores demonstraram que após o transplante renal, a função 
sexual foi reestabelecida em quase todos os pacientes, acompanhada de 
normalização dos perfis hormonais e melhora na relação sexual (Tsujimura et al, 
2002). 
Diversos estudos também têm demonstrado em modelos animais de 
IRC o comprometimento do sistema reprodutor inerente à perda da função renal, 
sendo observado por meio de diversas alterações como, por exemplo, diminuição na 
concentração de testosterona, aumento nas concentrações de androstenediona e 
17α-hidroxiprogesterona, diminuição da fertilidade e comprometimento da prole, 
prejuízo da ereção, aumento da expressão e diminuição da atividade da NOS no 
tecido cavernoso, redução da área de músculo liso e aumento de fibras colágenas 
no pênis, diminuição dos níveis de proteína ligadora de andrógenos, reduções no 
conteúdo espermático epididimário e na motilidade espermática, dentre outras 
alterações (da Costa e Silva et al, 1984; Adachi et al, 1993; Yogev et al, 1993; 
Yamamoto et al, 1996; Abdel-Gawad et al, 1999; Wu et al, 2005; Yilmaz et al, 2011).  
O hipogonadismo e os baixos níveis de testosterona, comuns em 
homens com IRC, causam alterações no eixo hipotálamo-pituitária-gonadal, 
contribuindo para a diminuição da libido, disfunção erétil, oligoespermia e 
infertilidade, diminuição da massa muscular, osteopenia, osteoporose e anemia. 
Comorbidades comumente associadas com a IRC também podem levar à disfunção 
erétil. Há, por exemplo, fatores de risco para a disfunção sexual similares aos de 
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risco cardiovascular como, por exemplo, a idade, diabetes, hipertensão bem como 
drogas anti-hipertensivas, dislipidemias, redução de testosterona e fumo (Lessan-
Pezeshki, Ghazizadeh, 2008; Yilmaz et al, 2011). 
 
1.6 Sono  
Assim como a função sexual é essencial para uma boa qualidade de 
vida do ser humano, o sono é um fenômeno biológico fundamental para a 
manutenção da saúde mental, emocional e física, e representa cerca de 1/3 de 
nossas vidas. Fisiologicamente, o sono é considerado como um estado funcional, 
cíclico e reversível que está presente em todas as faixas etárias e na maioria das 
espécies animais.  
Objeto de análise subjetiva, observativa e discursiva, o sono tem sido 
alvo de estudo há muitos anos. Na década de 30, Loomis, Harvey e Hobart 
utilizaram o eletroencefalograma (EEG) para estudo do sono em seres humanos e 
observaram que o sono se caracterizava por estágios distintos, os quais se 
alternavam espontaneamente à noite. Em 1953, Aserinsky e Kleitman seguiram na 
pesquisa sobre o sono identificando os movimentos oculares rápidos (sono REM, do 
inglês rapid eye movements) e posteriormente, Dement e Kleitman (1957) 
demonstraram que a atividade ocular rápida ocorria durante o período onírico do 
sono (Aserinsky, Kleitman, 1953; Dement, Kleitman, 1957). Esta fase de sono REM 
foi então denominada por Jouvet (1959) de sono paradoxal, após observar em gatos 
que o EEG era caracterizado por dessincronização cortical semelhante à da vigília, 
mas com presença da atonia muscular (Jouvet et al, 1959). 
Hoje o padrão de sono é bem estabelecido. A evolução dos potenciais 
eletroencefalográficos durante o sono reflete a existência de várias fases, as quais 
se agrupam em dois estados distintos: sono não-REM (NREM) ou de ondas lentas, 
caracterizado pela sincronização dos potenciais; e sono REM ou paradoxal, 
caracterizado pelo predomínio de potenciais de baixa voltagem e alta frequência. 
Adota-se, pois, a denominação de sono de ondas lentas e sono paradoxal quando 
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nos referimos aos estágios de sono em ratos, e sono NREM e REM para os seres 
humanos. 
As fases sincronizado/dessincronizado alternam-se a intervalos que 
variam de espécie para espécie e dependem da quantidade total de sono. A duração 
dos ciclos possui uma relação direta com o tamanho do animal, ou seja, quanto 
menor esse for, mais curtos serão os ciclos. Por exemplo, a duração média de um 
ciclo no gato é de 45 minutos, no rato, 10 minutos; e no camundongo, cinco minutos 
(Timo-Iaria, 1985). O rato apresenta um sono polifásico e possui seu período de 
repouso concentrado durante o dia, havendo predomínio maior de sono durante as 
três primeiras horas de claro, ou seja, período de maior concentração de ondas 
lentas (Rosenberg et al, 1976; Trachsel et al, 1986) e, entre as 12 e 15 horas, maior 
predomínio de sono paradoxal (Kleinlogel, 1983). Esse breve despertar parece ser 
característico de animais naturalmente predados (roedores), ao passo que os 
predadores (homem, cão, gato) raramente despertam entre um ciclo e outro, 
apresentando um padrão de sono monofásico. Entretanto, breves períodos de vigília 
ou pelo menos de forte superficialização do sono (microdespertares) também 
ocorrem em seres humanos. É possível que no rato esses curtos períodos de vigília 
tenham por finalidade explorar olfativamente o ambiente, para identificar algum 
eventual predador presente nas redondezas. 
Em média, os roedores dormem cerca de 62% do período claro e 33% 
do período escuro, sendo que durante a vigília os animais realizam suas atividades 
vitais e sociais (alimentação, procriação, interação social e exploração do ambiente). 
Somando-se os períodos de sono, verifica-se que os roedores dormem cerca de 
50% das 24 horas, dividindo-se em sono leve (fases 1 e 2), sono profundo (sono de 
ondas lentas propriamente dito) e sono paradoxal (Timo-Iaria et al, 1970). 
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Figura 1. Postura comportamental característica de um roedor em vigília atenta (A) e em sono (B). 
O ciclo vigília-sono em roedores é classificado nos seguintes estágios: 
• Vigília: caracterizada pelo traçado dessincronizado, de alta frequência (>25 
Hz) e baixa amplitude (<50 µV), podendo aparecer o ritmo teta (5 a 8 Hz) e 
quando o canal de eletromiograma (EMG) apresenta um traçado de alta 
amplitude (>40 µV). 
• Sono de ondas lentas: caracterizado pela maior amplitude da onda nos 2 
canais corticais (>50 µV) e diminuição na frequência de onda (<25 Hz), e o 
EMG apresenta uma amplitude mais reduzida (20 a 50 µV). 
• Sono paradoxal: caracterizado quando o primeiro canal cortical demonstra 
uma redução na amplitude (<50 µV) e aumento na frequência de onda (>40 
Hz), o segundo canal cortical apresenta um padrão de onda de ritmo teta (5 a 
8 Hz) praticamente monotônico e o EMG se mostra com a amplitude quase 
nula (< 20µV) (Timo-Iaria e cols, 1970; Bergmann e cols, 1989; Andersen e 
cols, 2001). 
A B 
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VIGÍLIA
SONO PARADOXAL
SONO DE ONDAS LENTAS
A. Prolongado episódio de vigília caracterizada pela dessincronização cortical (Canal 1 e 2-
ECoG) e tônus muscular acentuado (Canal 3-EMG). Calibração: 1 s e 50 μV. Velocidade: 10 
mm/s. Tempo: 30 s. 
 
B.  Padrões eletrocorticográficos de sono de ondas lentas. Notam-se ondas sincronizadas, com 
alta amplitude e baixa frequência (Canal 1 e 2-ECoG) e hipotonia muscular (Canal 3-EMG). 
Calibração: 1 s e 50 μV. Velocidade: 10 mm/s. Tempo: 30 s. 
 
C. Episódio de sono paradoxal. Destaca-se o ritmo teta bem modulado (Canal 2-ECoG) e a 
atonia muscular (Canal 3-EMG). Calibração: 1 s e 50 μV. Velocidade: 10 mm/s. Tempo: 30 s. 
ECoG: eletrocorticográfico; EMG: eletromiograma. 
Figura 2. Ilustração dos padrões de ondas característicos durante as fases do sono de roedores: 
vigília (A), sono de ondas lentas (B) e sono paradoxal (C). 
Um estudo realizado por Timo-Iaria e colaboradores (1970) revelou a 
grande semelhança entre o sono do rato e do humano (Timo-Iaria et al, 1970). O 
sono NREM humano, por exemplo, caracteriza-se pela presença de fusos e ondas 
delta, que também ocorrem nas áreas frontais do cérebro do rato. Além disso, há 
uma similaridade entre a porcentagem de sono paradoxal no rato e a porcentagem 
de sono REM em seres humanos, que gira em torno de 18% (Hoshino, 1972). Dessa 
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forma, torna-se importante o estudo das consequências de diversas variáveis no 
sono, levando-se em conta a relevância de modelos animais e sua validação. 
 
1.7 Distúrbios de sono na IRC 
Comparando-se à população geral, a prevalência de distúrbios de sono 
é bem maior em pacientes renais. Cerca de 80% dos pacientes com IRC dialítica 
relatam alterações no sono, as quais prejudicam bastante a qualidade de vida e o 
estado funcional (Gusbeth-Tatomir et al, 2007; Muller et al, 2012). Esses distúrbios 
são complexos, envolvendo dificuldades em adormecer e acordar, fragmentação do 
sono, pesadelos, síndrome das pernas inquietas, apneia do sono, sonolência 
excessiva diurna, insônia dentre outros. As primeiras alterações relacionadas ao 
sono em pacientes com doença renal crônica foram descritas em 1959, quando se 
demonstrou que indivíduos urêmicos apresentavam um padrão de inversão do ciclo 
vigília-sono e resposta atípica a sedativos (Schreiner, 1959; Daly, Hassall, 1970).  
Em 1967, um estudo utilizando eletroencefalografia demonstrou que 
pacientes renais apresentavam uma redução no tempo total de sono, associada ao 
excessivo número de despertares e à redução do sono REM (Passouant et al, 1967). 
Desde então, diversos estudos, basicamente utilizando questionários, comprovaram 
a alta prevalência de queixas relativas ao sono, tanto em indivíduos em hemodiálise 
quanto em diálise peritoneal (Holley et al, 1992; Parker, 2003; Unruh et al, 2008). A 
apneia do sono é um distúrbio caracterizado pela cessação recorrente da respiração 
durante o sono, cuja prevalência na população em geral pode variar de 2 a 4% 
(Young et al, 1993) ou até mesmo atingir 32,8% (Tufik et al, 2010). Destaca-se que 
nos pacientes renais crônicos relata-se uma prevalência ainda maior desse distúrbio, 
afetando mais de 50% (Kraus, Hamburger, 1997). Esses pacientes podem 
desenvolver a doença de duas formas: apneia central, na qual há ausência de 
esforço respiratório; ou apneia obstrutiva, na qual há o esforço respiratório e 
ausência do fluxo aéreo devido à obstrução das vias aéreas superiores. Porém, a 
forma mais comum observada na população renal é a apneia obstrutiva do sono, 
que é por sua vez responsável pelo aumento de alguns dos sintomas diurnos da 
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doença renal crônica, incluindo a sonolência excessiva, o prejuízo cognitivo e a 
fadiga (Weisbord et al, 2005; Murray et al, 2006). 
Esta alta prevalência de apneia obstrutiva do sono nos pacientes renais 
crônicos, combinada à forte associação com a disfunção diurna e a doença 
cardiovascular fazem com que esses fatores alterem as consequências clínicas da 
doença (Beecroft et al, 2007). A apneia obstrutiva do sono interfere em diversos 
mecanismos que regulam o volume de fluido extracelular e o tônus vascular. Além 
disso, a apneia obstrutiva do sono apresenta estreita relação com a hipertensão 
arterial e a falência cardíaca por meio de seus efeitos de hipoxemia, redução da 
pressão intratorácica e modificação dos reflexos cardiopulmonares. De fato, a 
avaliação da apneia do sono pela presença da hipoxemia noturna é um dos 
principais fatores determinantes de complicações em pacientes renais crônicos 
(Zoccali et al, 2001; Zoccali et al, 2002; Hanly et al, 2003). Assim, a identificação 
precoce de distúrbios de sono como, por exemplo, a apneia do sono se faz 
importante devido sua associação com a morbidade cardiovascular, incluindo 
hipertensão (de Oliveira Rodrigues et al, 2005), hipertrofia ventricular esquerda, 
calcificação coronária (Jung et al, 2005), isquemia cardíaca, falência do coração, 
arritmia e morte súbita (Jennum, Sjol, 1993; Spiegel et al, 1999). 
Além disso, estudos relatam que 50% dos pacientes que foram 
tratados com diálise peritoneal ou hemodiálise relatam insônia comparado com 
apenas 12% da população controle (Sabbatini et al, 2002). Ademais, cerca de 30% a 
69% dos pacientes renais crônicos em estágio final da doença apresentam distúrbios 
tais como a síndrome das pernas inquietas e o movimento periódico das pernas 
(Benz et al, 2000). Devido ao grande potencial de interrupção do sono promovido 
por esses distúrbios de sono, não é surpreendente o achado que cerca de 50% a 
66% dos pacientes renais em estágio final da doença também relatem sonolência 
excessiva diurna (Walker et al, 1995; Hanly et al, 2003). Os distúrbios de sono são 
preditores independentes de baixa qualidade de vida, influenciando tanto parâmetros 
físicos como psicológicos. Os pacientes em diálise com distúrbios de sono têm uma 
maior percepção de gravidade da doença e uma visão pessimista de seu estado de 
saúde em relação aos pacientes em diálise que não apresentam distúrbios de sono 
(Iliescu et al, 2003). A relação entre os distúrbios de sono e a IRC parece ser 
15 
 
 
mediada pelo efeito das toxinas urêmicas no sistema nervoso central (Fein et al, 
1987), porém seu papel não está totalmente elucidado. 
A alta prevalência de distúrbios de sono somada à privação de sono, 
comum na sociedade atual devido às questões socioeconômicas e sociais, resulta 
em um déficit crônico de sono nos pacientes renais, que pode contribuir com as 
complicações da doença em um círculo vicioso. O grau de falta de sono também 
pode ter consequências na saúde e levar à morte prematura, à doença 
cardiovascular e ao desenvolvimento de diabetes (Ayas et al, 2003). 
Portanto, os distúrbios de sono possuem um impacto direto na 
qualidade de vida, uma vez que eles são capazes de piorar a sobrevida dos 
pacientes e agravar o quadro da doença. Ademais, as alterações no padrão de sono 
levam à privação de sono, que por sua vez pode afetar a imunidade (Ruiz et al, 
2007; Zager et al, 2007; Zager et al, 2012), o sistema cardiovascular (Lusardi et al, 
1999; Cintra et al, 2006; Mullington et al, 2009; van Leeuwen et al, 2009), o sistema 
reprodutor (Velazquez-Moctezuma et al, 1996; Alvarenga et al, 2009), entre outros 
sistemas que já estão de fato alterados na doença renal crônica (Benz et al, 2000). 
 
1.8 Privação e restrição de sono 
Paralelamente aos distúrbios de sono que afetam grande parte da 
população, a falta de sono está cada vez mais presente no cotidiano da sociedade 
atual. Para tentar esclarecer a importância que o sono exerce no organismo e como 
sua falta pode modular as funções biológicas, diferentes metodologias vêm sendo 
utilizadas. Entre elas, a privação total de sono, a restrição de sono (RS) e a privação 
seletiva de uma fase do sono, como por exemplo, a privação de sono paradoxal 
(PSP). Muitos efeitos negativos da PSP são documentados na literatura, dentre eles 
prejuízos sobre o desempenho psicomotor e cognitivo, variações de humor, ganho 
de peso e aumento do risco cardiovascular (Andersen et al, 2005; Jhaveri et al, 
2007; Alvarenga et al, 2008; Martins et al, 2008; Perry et al, 2008; Tasali et al, 2008; 
Mullington et al, 2009). No entanto, a PSP também apresenta aspectos positivos, 
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como ação antidepressiva (Giedke, Schwarzler, 2002; Benedetti et al, 2007), 
melhora dos parâmetros de ambulação em modelos animais da doença de 
Parkinson (Andrade et al, 1987) e aumento na frequência de ereções e ejaculações 
espontâneas (sem a presença de fêmeas) em ratos (Andersen, Tufik, 2006). Em 
homens restritos de sono, por sua vez, há relatos de aumento da fantasia sexual 
(Dement, 1960), da intumescência peniana e da masturbação (Ferini-Strambi et al, 
1996).  
A ereção e ejaculação representam dois comportamentos 
fundamentais para a resposta motivacional do comportamento sexual. Porém, a 
avaliação do repertório completo do comportamento sexual envolve tanto 
comportamentos motivacionais (tempo para iniciar o comportamento de cópula com 
a fêmea), como respostas motoras (desempenho), representada pelos 
comportamentos de montas, intromissões e ejaculações. Nesse sentido, Alvarenga e 
colaboradores demonstraram que ratos privados de sono paradoxal durante 96 
horas apresentaram uma diminuição da motivação e do desempenho sexual, 
representado pelo aumento da latência para iniciar o comportamento de monta e 
intromissão, e diminuição do número de intromissões quando comparados ao grupo 
controle (Alvarenga et al, 2009). Assim, esses dados indicam que a PSP interfere 
com os mecanismos que regulam o comportamento sexual masculino, e sugerem 
que a função reprodutiva possa também estar comprometida.  
Nosso grupo descreveu também que a PSP por 96 horas produziu 
marcantes alterações no perfil hormonal, como por exemplo, diminuição da 
testosterona e de estradiol e aumento de progesterona e glicocorticoides (Andersen 
et al, 2004a; 2004b; Andersen et al, 2005; Andersen et al, 2006; Andersen et al, 
2007). A concentração de hormônios como o hormônio luteinizante (LH) e o 
hormônio folículo-estimulante (FSH) também pode ser influenciada pela falta de 
sono ou estresse. Em humanos, Nindl e colaboradores relataram que após um 
período de estresse, entre eles a restrição de sono induzida por um treinamento 
militar (Nindl et al, 2006), há um aumento da concentração de LH, enquanto o FSH 
se mantém inalterado após uma privação parcial de sono (Baumgartner et al, 1993).  
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1.9 Modelo experimental de IRC 
Os animais de laboratório possuem um papel crucial nas descobertas 
científicas e nos avanços tecnológicos, fornecendo informações relevantes para o 
mundo da Ciência e para a vida de seres humanos e dos animais. Questões éticas 
impossibilitam o uso de seres humanos em investigações fundamentais para o 
entendimento da fisiologia do organismo, assim como para o desenvolvimento de 
novos tratamentos e dispositivos médicos. Portanto, o uso de animais em pesquisa 
tem sido crucial para gerar novos conhecimentos e tratamentos para organismos 
vertebrados. Ademais, o código de Nuremberg determina que qualquer 
experimentação em humanos deve ser precedida pela experimentação animal. 
Contudo, apesar de haver grande semelhança fisiológica, celular e molecular entre 
os modelos animais e humanos, existem limitações no uso de animais, e a 
extrapolação de resultados de modelos para humanos deve ser realizada com 
cautela. 
As doenças renais são enfermidades devastadoras com alta morbidade 
e mortalidade e cuja incidência de falência renal vem crescendo a uma taxa de 6-8% 
ao ano no mundo (Dai et al, 2008). Assim, os modelos animais são essenciais no 
entendimento de mecanismos patogênicos que governam o desencadeamento e 
progressão de diversas doenças renais e também para testes de novas terapêuticas 
de danos renais. Apesar da presença de diferentes modelos em espécies animais, 
ratos e camundongos permanecem como as espécies principais utilizadas por 
pesquisadores nesse campo da nefrologia.  
Dentre os diversos modelos animais de doença renal, destacam-se: 
modelo de falência renal aguda por isquemia/reperfusão, modelo de falência renal 
aguda por toxicidade (induzida por cisplatina, ácido fólico, antibióticos, 
imunodepressores, entre outros), modelo do rim remanescente (nefrectomia) e o 
modelo de obstrução ureteral unilateral. Particularmente, há uma vasta literatura de 
modelos experimentais de IRC em ratos, dentre os quais sobressaem aqueles que 
preconizam nefrectomias em diferentes proporções, com predomínio de ressecções 
4/5 ou 5/6 e a obstrução ureteral unilateral.  
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O modelo mais utilizado para a IRC é o de ablação da massa renal 
(modelo de rim remanescente), conhecido como nefrectomia de 5/6 ou NX 5/6 
(Strauch, Gretz, 1988). Este modelo foi descrito inicialmente na década de 30 por 
Chanutin e Ferris em seu trabalho intitulado “Insuficiência renal experimental após 
nefrectomia parcial” (Chanutin, Ferris, 1932). Nesse estudo, os autores descreveram 
que a ablação renal de 2/3 de um rim, associado à nefrectomia contralateral em 
ratos, provocaria doença renal progressiva, cursando com proteinúria e hipertensão. 
A ablação da massa renal pode ser induzida de diferentes formas: pela 
ligação dos ramos das artérias; por meio de ablação renal subtotal; por polectomia; 
pela ligadura dos polos renais, entre outras. Os néfrons remanescentes sofrem 
modificações adaptativas que culminam em padrões morfológicos semelhantes à 
lesão renal de algumas doenças glomerulares humanas (Strauch, Gretz, 1988). 
Imediatamente após a redução da massa renal, começam a ocorrer 
adaptações funcionais que resultam em aumento gradual de proteinúria, com 
progressiva hiperfusão, hiperfiltração e hipertrofia atingindo inicialmente os 
glomérulos justamedulares. Após quatro semanas de ablação renal, já pode ser 
encontrada glomerulosclerose precoce; na oitava semana, há presença de esclerose 
segmentar em aproximadamente 20% dos glomérulos acompanhada de fibrose 
túbulo-intersticial em fase inicial (Fogo, 2003). Já na 10ª semana pós-cirurgia, 
verificam-se mudanças morfológicas como o aumento marcante no diâmetro 
glomerular, dilatação das alças dos capilares e aumento da área de superfície 
capilar (Waldherr, Gretz, 1988); na 12ª semana, há glomerulosclerose e fibrose 
túbulo-intersticial disseminada. 
Os pesquisadores têm estudado arduamente as consequências da 
redução da massa renal sobre a função do órgão na esperança de melhor se 
entender e desenvolver estratégias que previnam ou retardem a progressão para a 
falência renal. Ao longo dos anos, esses estudos têm procurado esclarecer o 
significado clínico dessas alterações em animais e em humanos (Zanellato, 2005). 
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1.10 Sildenafil 
Diante das diversas comorbidades que os pacientes com IRC estão 
pressupostos a desenvolver ao longo da evolução da doença, e da limitada 
quantidade de tratamentos que possam auxiliar na melhora da qualidade de vida 
desses pacientes, é importante considerar a busca por tratamentos alternativos. 
Nesse contexto, nota-se que o sildenafil tem apontado para novos caminhos na 
Ciência. Desde seu lançamento em 1998 a relação entre disfunção erétil e doenças 
cardiovasculares tem sido avaliada em vários estudos. A disfunção erétil pode ser 
considerada um sintoma de dano endotelial vascular. Portanto, pode-se esperar que 
a impotência apareça junto com doença cardiovascular, e a presença de disfunção 
erétil indique a existência de doenças cardiovasculares.  
O sildenafil (Figura 3) é um inibidor competitivo da enzima 
fosfodiesterase da classe de tipo 5 (PDE-5). Há 11 tipos de fosfodiesterases no 
organismo e metade deles foram descobertos após 1997. A PDE-5 é encontrada nos 
corpos cavernosos, plaquetas, músculos esquelético, vascular e visceral. Embora os 
tipos 2, 3, 4 e 5 de PDE estejam presentes no pênis, o tipo 5 é sua isoforma 
predominante. Quando ocorre a estimulação nos nervos noradrenérgicos e não-
colinérgicos do plexo parassimpático pélvico por meio de estímulo sexual ou físico 
ou fantasias eróticas, o neurotransmissor NO é liberado em todas as junções 
neuromusculares das artérias e músculos cavernosos do pênis. O NO causa, então, 
um aumento de um segundo mensageiro denominado monofosfato de guanosina 
cíclico (GMPc), que constitui uma importante molécula no processo de relaxamento 
muscular, sendo capaz de ativar uma cascata de reações que resultam no aumento 
do fluxo sanguíneo peniano, relaxamento do músculo liso cavernoso e finalmente na 
tumescência e rigidez do pênis. Dentro dessa cascata, a PDE-5 é a enzima 
responsável pela degradação de GMPc em GMP, que por sua vez resulta em uma 
contração das artérias e do músculo liso peniano, causando a detumescência 
(McCullough, 2002).  
Qualquer substância capaz de potencializar a ação do GMPc por meio 
da inibição da sua degradação ou pelo aumento na sua produção, terá um efeito de 
aumento da função erétil. Nesse sentido, a estrutura química do sildenafil é bastante 
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semelhante a do GMPc, o que possibilita sua ligação à enzima PDE-5, evitando que 
a PDE-5 degrade o GMPc por meio da competição, aumentando as ações dessa 
molécula na via do NO. Muitos fatores de risco relacionados à disfunção erétil, como 
por exemplo idade, hipertensão, diabetes, dislipidemia, estão associados com níveis 
endoteliais diminuídos de NOS, a enzima produtora de NO. Assim, a diminuição de 
NOS resulta em redução de NO e, secundariamente, menor disponibilidade de 
GMPc para o relaxamento do músculo liso. Consequentemente, o sildenafil é eficaz 
no tratamento de disfunção erétil de diversas etiologias.  
Além da regulação do GMPc, é importante ressaltar a existência de 
outras vias relacionadas à biodisponibilidade de NO. Por um lado, sua produção é 
mediada pela ação das enzimas NOS, amplamente distribuídas no organismo nas 
isoformas endotelial, induzível e neuronal. Por outro lado, sua degradação é 
mediada pela dimetilarginina assimétrica (ADMA), que constitui um aminoácido 
endógeno metilado com função de inibir principalmente as isoformas endotelial e 
neuronal da NOS (Gardiner et al, 1993), sendo pouco potente contra a isoforma 
induzível dessa enzima (Ueda et al, 2003). Fisiologicamente, as proteínas do 
organismo estão sujeitas à metilação de resíduos de arginina pela ação de uma 
proteína denominada arginina-metiltransferase. Nesse processo, a S-
adenosilmetionina, que é sintetizada a partir da metionina e do ATP, serve como um 
doador do grupamento metil sendo convertido a S-adenosil-homocisteína, que por 
sua vez pode ser hidrolisada a homocisteína. A remetilação da homocisteína gera, 
portanto, a metionina (Teerlink, 2005). Dentre os processos de eliminação de ADMA, 
destaca-se sua excreção renal e degradação. De maneira interessante, seu 
metabolismo é facilitado pela enzima dimetilarginina dimetilamino-hidrolase (DDAH), 
que é expressa como isoforma do tipo 1 (DDAH1) e do tipo 2 (DDAH2) no 
organismo. Em particular, a DDAH1 é mais expressa no tecido renal, enquanto a 
DDAH2 predomina no endotélio vascular, sendo ambas passíveis de sofrer 
modicações pós-transcricionais diante de estímulos como, por exemplo, as ERO 
geradas pela NADPH-oxidase ou pela homocisteína (Tyagi et al, 2005). 
Após administração oral, o sildenafil é rapidamente absorvido, 
apresentando uma biodisponibilidade absoluta média de 41% (variando entre 25 - 
63%). Em homens, a média da concentração plasmática máxima de sildenafil livre, 
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após administração de uma dose única oral de 100 mg, é de aproximadamente 18 
ng/mL ou 38 nM, sendo atingida em 30 a 120 minutos. Tanto o sildenafil quanto o 
seu principal metabólito circulante, o N-desmetil, apresentam uma ligação às 
proteínas plasmáticas de aproximadamente 96%. A ligação proteica é independente 
da concentração total do fármaco. Com base nas medidas de sildenafil no sêmen de 
voluntários sadios, foi demonstrado que menos de 0,0002% (em média 188 ng) da 
dose administrada estava presente no sêmen, 90 minutos após a administração do 
fármaco (Viagra®. [Bula]. Guarulhos: Pfizer; 30/11/2010). Com relação ao seu 
metabolismo, o sildenafil sofre depuração principalmente hepática pelas isoenzimas 
microssomais CYP3A4 (via principal) e CYP2C9 (via secundária). O N-desmetil é 
amplamente metabolizado, apresentando meia-vida de aproximadamente 4 horas. O 
clearance total do sildenafil é de aproximadamente 41 L/h, com meia-vida de três a 
cinco horas. Em voluntários com insuficiência renal leve a moderada, a 
farmacocinética a uma dose única oral de sildenafil (50 mg) não sofre alterações. No 
entanto, em voluntários com insuficiência renal grave (clearance de creatinina ≤ 30 
mL/min), o clearance do sildenafil e seu metabólito N-desmetil se mostram bastante 
reduzidos quando comparado a indivíduos com função renal normal (Viagra®. [Bula]. 
Guarulhos: Pfizer; 30/11/2010). 
 
 
 
 
Figura 3. Estrutura química do sildenafil. 
Sabe-se que o sildenafil foi originalmente desenvolvido para o 
tratamento da angina, sendo hoje a disfunção erétil sua indicação terapêutica 
(Briganti et al, 2005). No entanto, devido à ampla distribuição da PDE-5 no 
organismo, tem-se investigado seu efeito em outras condições, como por exemplo, a 
hipertensão pulmonar (Jackson, 2005; Antoniu, 2006). Em pacientes com IRC, 
estudos clínicos têm demonstrado a boa eficácia do sildenafil no tratamento da 
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disfunção erétil (Bellinghieri et al, 2001; Punzo et al, 2001; Chatterjee et al, 2004). 
Nenhum estudo em modelo animal de IRC avaliou, no entanto, o comportamento 
sexual após tratamento com sildenafil. Por outro lado, recentemente alguns estudos 
em ratos evidenciaram outras ações do sildenafil como, por exemplo, melhora na 
progressão da IRC (Rodriguez-Iturbe et al, 2005), redução da hipertensão e do dano 
miocárdico (Rossoni et al, 2007), atenuação do prejuízo causado pela reperfusão 
isquêmica renal (Choi et al, 2009; Oruc et al, 2010) e diminuição dos danos renais, 
oxidativos e inflamatórios em ratos diabéticos (Jeong et al, 2009).  
Tendo em vista as diversas consequências renais, cardiovasculares e 
sexuais que ocorrem na IRC e considerando as alterações da qualidade e 
quantidade de sono desses pacientes, a hipótese do presente estudo é de que: 1) 
haja um comprometimento da arquitetura do sono ao longo da progressão da IRC 
associada ao desenvolvimento da hipertensãol; 2) a restrição de sono possa agravar 
a IRC, comprometendo ainda mais o desempenho sexual, a hipertensão arterial, a 
função renal e a sobrevida em um modelo animal; 3) o tratamento crônico precoce 
com baixas doses de sildenafil reverta parte desses efeitos negativos 
potencializados pela restrição de sono e retarde a progressão da doença. Assim, 
espera-se com este estudo elucidar a importância do sono e o papel do sildenafil no 
prognóstico da IRC a fim de estabelecer condutas terapêuticas apropriadas que 
reduzam os custos e o sofrimento dos pacientes renais crônicos. 
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2 JUSTIFICATIVA 
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A IRC é uma doença que afeta milhões de indivíduos no Brasil e no 
mundo, gerando altos custos para o governo e elevada morbidade e mortalidade. 
Tem como principal fator de risco o aumento na incidência de hipertensão arterial 
sistêmica. Observa-se também alta prevalência de distúrbios de sono e disfunção 
sexual, comorbidades que contribuem com a piora da qualidade de vida desses 
pacientes. Tendo em vista a escassez de estudos sobre os mecanismos envolvidos 
na gênese desses distúrbios de sono no contexto da doença renal, faz-se 
necessário compreender como as alterações da função renal podem se associar ao 
estabelecimento de distúrbios no ciclo vigília-sono e suas correlações com os 
parâmetros cardiovasculares.  
Além disso, a condição crônica de falta de sono constitui um evento 
comum do estresse diário vivido pelos indivíduos com IRC e pode resultar por si só 
em grandes prejuízos cardiovasculares, sexuais, imunológicos, dentre outros. No 
entanto, há grande dificuldade em se estudar os potenciais efeitos negativos da 
restrição de sono em pacientes renais, uma vez que esta é uma variável de difícil 
controle. Dessa forma, é importante a busca por novos tratamentos, que possam 
auxiliar na melhora da qualidade de vida dessa população. Nesse sentido, alguns 
estudos clínicos têm demonstrado uma boa eficácia do sildenafil em tratar a 
disfunção erétil decorrente da IRC, apesar de apresentarem a influência do 
tratamento dialítico. Por outro lado, um estudo em modelo animal de IRC evidenciou 
uma excelente ação do sildenafil na melhora da função renal. Diante disso, faz-se 
necessário avaliar se o uso crônico de sildenafil pode funcionar como um tratamento 
alternativo para evitar a progressão da IRC e suas comorbidades, assim como 
reverter os possíveis efeitos negativos potencializados pela restrição de sono, 
melhorando a abordagem terapêutica, o prognóstico da doença e a qualidade de 
vida.  
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3 OBJETIVOS 
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3.1 Objetivo geral 
O presente estudo teve por objetivo caracterizar o padrão de sono ao 
longo do desenvolvimento da IRC e avaliar os efeitos do tratamento crônico com 
sildenafil em um modelo animal dessa doença submetido à restrição de sono. 
 
3.2 Objetivos específicos 
1. Avaliar parâmetros da arquitetura do sono de animais com IRC após quatro, 
oito e 12 semanas de evolução da doença e correlacioná-los com alterações da 
função renal e cardiovascular; 
2. Investigar os efeitos do sildenafil e da restrição de sono em animais com IRC: 
o Na sobrevida, ganho ponderal, função renal e sistema cardiovascular; 
o No perfil lipídico, inflamatório e hormonal; 
o No desempenho sexual e morfologia testicular; 
o Na expressão gênica das enzimas NADPH-oxidase (NOX2 e NOX4), 
NOS induzível (iNOS) e endotelial (eNOS), enzima conversora de 
angiotensina 2 (ECA2), superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e 
dimetilarginina dimetilamino-hidrolase (DDAH1) nos tecidos de rim, 
coração, testículo e corpo cavernoso. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
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4.1 Estudo da relação entre a evolução da insuficiência renal crônica e o 
desenvolvimento de hipertensão e distúrbios de sono em ratos 
4.1.1 Animais 
Foram utilizados ratos machos Wistar (n=36) com idade de 90 dias e 
peso entre 250 a 350 gramas, provenientes do Centro de Desenvolvimento de 
Modelos Experimentais para Medicina e Biologia (CEDEME). Todos os 
procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 
Federal de São Paulo (CEP#1848/08 – ANEXO1). Durante o período de estudo, os 
animais foram mantidos no biotério do Departamento de Psicobiologia em salas 
aclimatizadas (22 ± 1ºC) com ciclo claro-escuro de12 horas (das 7 às 19 horas), 
ração padrão e água em livre acesso, acondicionados em gaiolas coletivas com 
cinco animais. Após as cirurgias de implantação de eletrodos para registro de sono e 
de indução da IRC, os animais foram acondicionados em gaiolas individuais. 
O máximo de esforço foi desprendido para minimizar possíveis 
desconfortos causados aos animais pela cirurgia de nefrectomia 5/6 e implante de 
eletrodos. Além disso, em todos os experimentos do presente trabalho buscou-se 
empregar a filosofia dos “3Rs” (reduce, refine, replace), que tem como objetivo 
reduzir o tamanho da amostra sem comprometer as análises estatísticas e a 
interpretação dos resultados. 
 
4.1.2 Delineamento experimental 
Inicialmente os ratos foram distribuídos em grupo controle (CTRL) e 
insuficiência renal crônica (IRC). Animais do grupo IRC (n=24) foram submetidos à 
redução cirúrgica de 5/6 da massa renal enquanto animais do grupo CTRL foram 
submetidos ao procedimento sham, que consistiu apenas por anestesia e posterior 
analgesia dos animais de maneira similar em relação ao grupo IRC. 
Aproximadamente duas semanas antes do fim do protocolo experimental, todos os 
animais do grupo CTRL e IRC foram submetidos à cirurgia estereotáxica para 
implantação de eletrodos corticais. Os animais do grupo IRC foram distribuídos em 
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três subgrupos de acordo com a duração da doença: IRC4 (quatro semanas), IRC8 
(oito semanas) e IRC12 (12 semanas). A fim de reduzir a variabilidade e o tamanho 
amostral do grupo CTRL, cada grupo IRC foi avaliado em paralelo a quatro animais 
do grupo CTRL, totalizando 12 animais para esse grupo. Ressalta-se que após 90 
dias da cirurgia de indução da IRC, foi necessária a interrupção do registro de sono, 
uma vez que a qualidade deles foi comprometida após esse período. O 
delineamento experimental está representado na Figura 4. 
Figura 4. Protocolo experimental em semanas. NX 5/6: cirurgia de indução da insuficiência renal 
crônica (IRC) denominada nefrectomia 5/6; CTRL: animais submetidos à cirurgia sham (=12); IRC4: 
animais submetidos à nefrectomia 5/6 com quatro semanas (N=8); IRC8: animais submetidos à 
nefrectomia 5/6 com oito semanas (N=8); IRC12: animais submetidos à nefrectomia 5/6 com 12 
semanas (N=8); PAS: pressão arterial sistólica; FC: frequência cardíaca. 
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4.1.3 Indução da insuficiência renal crônica 
Inicialmente, os animais do grupo IRC foram anestesiados com 
ketamina e xilazina nas doses de 40 mg/kg e 20 mg/kg, respectivamente, 
administrados por via intraperitoneal (i.p.). Em seguida, foram submetidos à cirurgia 
de nefrectomia 5/6, baseada na nefrectomia unilateral direita e ligadura de dois dos 
três ramos arteriais do rim remanescente esquerdo (Figura 5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Representação esquemática da cirurgia de nefrectomia 5/6. A: Nefrectomia total do rim 
direito e ligadura do ramo posterior e anteroinferior do rim esquerdo. B: Visualização ilustrativa da 
hipertrofia do rim esquerdo consequente à cirurgia de indução da IRC. 
O processo cirúrgico consistiu inicialmente por uma incisão abdominal 
transversa supra-umbilical. Foram isoladas as estruturas hilares do rim esquerdo, 
principalmente artéria renal esquerda e em seguida foi feita uma ligadura dos seus 
ramos posterior e anteroinferior (Figura 6). Realizou-se o isolamento e ligadura de 
todo o hilo renal direito para posterior nefrectomia subcapsular do rim direito. Por fim, 
realizou-se o fechamento da parede abdominal por camadas e injetou-se 0,5 mL/kg 
de uma dose de suspensão poliantibiótica com estreptomicinas e penicilinas 
(Pentabiótico Wyeth®, Brasil) por via intramuscular (i.m.), 10 mg/kg de diclofenaco 
sódico (Novafarma®, Brasil) por via i.p. a fim de diminuir a possibilidade de um 
processo inflamatório local. Em seguida, a fim de evitar um choque hipotérmico 
comum no período pós-anestésico, os ratos foram levados para uma gaiola aquecida 
com livre acesso à água e ração triturada por aproximadamente 24 horas. Após esse 
período, os animais foram levados para suas gaiolas individuais localizadas na sala 
 
B 
 
A 
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de registro de sono de ratos, onde permaneceram durante todo o protocolo 
experimental. Com o intuito de promover analgesia no período pós-operatório, 
realizou-se gavagem com ibuprofeno 10 mg/kg (Geolab®, Brasil) por até três dias 
consecutivos sempre que necessário. 
 
 
 
 
 
Figura 6. Foto ilustrando rim esquerdo em isquemia imediata após ligadura do ramo anteroinferior da 
artéria renal durante cirurgia de nefrectomia 5/6, nos respectivos aumentos de 10X e 25X. 
 
4.1.4 Cirurgia estereotáxica 
Dez dias antes da realização dos registros de sono foi realizada a 
cirurgia estereotáxica para implante de eletrodos corticais. Para isso, os animais 
foram anestesiados com halotano 2% (Tanohalo, Cristália), uma vez que em um 
experimento piloto realizado com anestesia por ketamina e xilazina em diferentes 
doses encontrou-se uma alta mortalidade nos animais com IRC. Assim, após 
indução anestésica realizou-se uma tricotomia da região dorsal do crânio e posterior 
fixação dos animais ao aparelho estereotáxico. Como hemostático e anestésico 
local, administrou-se xilocaína (2% mais vasoconstrictor) na região já mencionada e 
nos meatos auriculares. 
Inicialmente, uma incisão circular mediana foi feita na pele sobre o 
crânio até a exposição do periósteo. Em seguida, foram demarcadas as 
coordenadas estereotáxicas, conforme Bergmann e colaboradores (1989). Com o 
auxílio de uma broca odontológica, realizaram-se quatro orifícios nos quais foram 
atarraxados quatro microparafusos (diâmetro 1,0 mm) de aço inoxidável (Figura 7B). 
Também foram implantados dois eletrodos de fio níquel-cromo revestidos com 
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TeflonTM (California Fine WireTM, EUA, diâmetro 0,004 mm, Figura 7B) no músculo 
dorsal do pescoço (trapézio), um do lado direito e o outro do lado esquerdo, o que 
possibilita o registro eletromiográfico, também necessário para a caracterização das 
fases do sono.  
Todos os eletrodos corticais foram ligados por meio de fios de níquel-
cromo revestidos com TeflonTM (California Fine WireTM, EUA, diâmetro 0,008 mm) a 
um conector e este, fixado ao crânio do animal com acrílico autopolimerizante 
odontológico. Por fim, os animais foram suturados e liberados do aparelho 
estereotáxico. Em seguida, com o intuito de promover uma analgesia pós-operatória 
e diminuir a possibilidade de um processo inflamatório local, os animais receberam 
0,5 mL/kg, i.m., de uma suspensão poliantibiótica com estreptomicinas e penicilinas 
(Pentabiótico Wyeth®, Brasil) e 10 mg/kg, i.m., de diclofenaco sódico (Novafarma®, 
Brasil).  
 
 
 
 
Figura 7. Eletrodo e parafusos utilizados para registro eletrocorticográfico e eletromiográfico (A), 
ilustração do posicionamento dos parafusos durante a cirurgia de implantação do eletrodo (B) e 
animal em adaptação ao cabo de registro de sono na gaiola-moradia individual (C). 
 
 
 
 
 
Figura 8. Animais do grupo controle (CTRL, A) e insuficiência renal crônica (IRC, B) durante o 
período de adaptação ao cabo de registro de sono. 
A B C 
A B 
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Posteriormente, os ratos foram levados para uma gaiola aquecida por 
aproximadamente 12 horas, a fim de evitar um choque hipotérmico. No período pós-
operatório (até três dias pós-cirurgia), os animais que apresentaram algum sinal de 
dor receberam 10 mg/kg/dia de ibuprofeno (Geolab®, Brasil) por via oral (gavagem). 
Nesse período, os animais foram levados para suas gaiolas, com livre acesso à 
água e à comida, onde permaneceram por sete dias antes de qualquer intervenção 
experimental. Após a recuperação, os animais passaram pela adaptação aos cabos 
de registro, de no mínimo 48 horas (Figura 8), seguida pelo registro de sono (Nihon-
Kohden®, Japão) dentro das gaiolas de Faraday (Figura 9A), utilizadas para 
minimizar as influências eletrostáticas externas. Ressalta-se que durante o registro 
de sono, os animais permaneceram em salas aclimatizadas e isoladas 
acusticamente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9: Ilustração das gaiolas de Faraday utilizadas para minimizar influências eletrostáticas 
externas durante a aquisição do registro de sono (A); Biotério de registro de sono com animais 
individualizados em adaptação aos cabos de registro (B); Animais conectados ao polígrafo dentro das 
gaiolas de Faraday (C); Tela do computador ilustrando captura e amplificação do sinal 
eletrocorticográfico e eletromiográfico de quatro animais em tempo real (D). 
Os seguintes parâmetros foram analisados para cada período de 12 
horas (claro e escuro): eficiência de sono (porcentagem do tempo de sono em 
relação ao tempo de registro), tempo de sono de ondas lentas (porcentagem do 
C 
A B 
D 
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tempo de sono de ondas lentas em relação ao tempo de registro), tempo de sono 
paradoxal (porcentagem do tempo de sono paradoxal em relação ao tempo de 
registro), número de despertares e sono total (porcentagem do tempo total de sono 
nas 24 horas). 
 
4.1.5 Registro do ciclo vigília-sono 
Para o registro da atividade eletrocorticográfica dos animais, foram 
feitas duas derivações corticais bipolares longas e ipsilaterais. Uma de localização 
lateral ao plano sagita, para o registro eletrocorticográfico com mínima atividade teta 
e outra de localização mais medial ao plano sagital, para o registro 
eletrocorticográfico com máxima atividade teta (Timo-Iaria et al, 1970; Bergmann et 
al, 1989): 
• Eletrodo 1: 1mm posterior ao Bregma e 3 mm à esquerda da sutura Sagital. 
• Eletrodo 2: 3 mm anterior ao Bregma e 1 mm à direita da sutura Sagital. 
• Eletrodo 3: 1 mm anterior ao Lambda e 4 mm à esquerda da sutura Sagital. 
• Eletrodo 4: 4 mm anterior ao Lambda e 1 mm à direita da sutura Sagital. 
  
Figura 10. Posições dos eletrodos usados para o registro eletrocorticográfico: 1, eletrodo frontal 
esquerdo; 2, eletrodo frontal direito; 3, eletrodo occipital esquerdo; 4, eletrodo occipital direito. 
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4.1.6 Registro eletrocorticográfico 
Para o registro eletrocorticográfico, os animais foram conectados ao 
polígrafo através de cabos blindados para eletroencefalografia. Os cabos foram 
revestidos com uma malha flexível de aço inoxidável, para evitar a ruptura dos 
mesmos pelo animal. Na extremidade de cada cabo colocou-se um conector, 
apropriado para o encaixe com aquele fixado nos crânios dos animais, tipo “macho-
fêmea”. A outra extremidade do cabo foi conectada com o painel de entrada do 
aparelho, de acordo com a montagem preconizada anteriormente. É importante 
salientar que o cabo de conexão é projetado para dar ao animal conforto e liberdade 
de movimentação, reduzindo assim mais este fator estressante, que poderia 
influenciar os parâmetros observados. 
A aquisição de dados do registro de sono foi feita por polígrafos digitais 
Nihon-Kohden®, modelo QP-223A (Nihon-Kohden®, Japão) de 32 canais. Cada 
animal foi registrado através de três canais, sendo dois para o registro 
eletrocorticográfico e o terceiro para o registro eletromiográfico. A aquisição do sinal 
foi automaticamente digitalizada e armazenada até a leitura em disco rígido. A leitura 
dos registros foi feita manualmente através do programa de análise Polysmith 
Neurotronics® (Nihon-Kohden®, Japão), em épocas de 30 segundos. Após a 
análise, os registros foram arquivados em discos ópticos (DVD, Panassonic®). A 
frequência de amostragem do sinal foi de 200 Hz; a calibração foi padronizada em 
50 V; a sensibilidade, ou ganho, foi de 15 µV para o eletrocorticograma (ECoG) e de 
30 µV para o EMG; a constante de tempo ou filtro “passa baixo” foi de 0,1 segundo 
para o ECoG e de 0,03 segundos para o EMG; o filtro “passa alto” foi ajustado a 35 
Hz para o ECoG e 70 Hz para o EMG; o filtro de corrente alternada para 60 Hz.  
Considerou-se como vigília quando os dois canais corticais (canal 1: 
eletrodos 1 e 2; canal 2: eletrodos 3 e 4) demonstraram um traçado dessincronizado, 
de alta frequência (>25 Hz) e baixa amplitude (<50 µV), podendo aparecer o ritmo 
teta (5 a 8 Hz) no segundo canal cortical, e o canal do EMG apresentou um traçado 
de alta amplitude (>40 µV), exceto na vigília relaxada, em que a amplitude do EMG 
está tão reduzida quanto no sono de ondas lentas. O sono de ondas lentas foi 
caracterizado quando os dois canais corticais demonstraram um aumento na 
amplitude (>50 µV) e diminuição na frequência de onda (<25 Hz), e o EMG 
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apresentou uma amplitude mais reduzida (20 a 50 µV). O sono paradoxal (SP) foi 
caracterizado quando o primeiro canal cortical demonstrou uma redução na 
amplitude (<50 µV) e aumento na frequência de onda (>40 Hz), o segundo canal 
cortical apresentou um padrão de onda de ritmo teta (5 a 8 Hz) praticamente 
monotônico e o EMG se mostrou com a amplitude quase nula (<20 µV) (Timo-Iaria et 
al, 1970; Bergmann et al, 1989; Andersen et al, 2001). 
 
4.1.7 Avaliação do sistema cardiovascular 
4.1.7.1 Aquisição dos parâmetros cardiovasculares 
Para os procedimentos cirúrgicos de implantação das cânulas, os 
animais foram anestesiados por inalação com halotano 2% (Tanohalo, Cristália). A 
artéria femoral foi cateterizada para o registro direto da pressão arterial. Introduziu-
se na artéria femoral um cateter (tubos de polietileno PE-10; Clay Adams, 
Parsipanny®, EUA), previamente conectado a um tubo de polietileno PE-50, com 
comprimento ajustado ao tamanho do animal. Esse cateter foi exteriorizado na 
região cervical do animal com o auxílio de uma cânula guia. Após o término do 
procedimento cirúrgico, fez-se a devida assepsia e os animais foram levados para a 
gaiola-moradia individual, onde permaneceram por aproximadamente duas horas 
para em seguida, realizarmos as medidas de pressão arterial e frequência cardíaca. 
 
4.1.7.2 Registro de pressão arterial e frequência cardíaca 
Após o período mínimo de duas horas, a pressão arterial foi registrada 
em tempo real através de uma placa analógico-digital PowerLab (ADInstruments, 
Austrália) conectada a um transdutor (BP-100RE; CB Sciences, EUA) com os 
animais acordados. A pressão arterial média (PAM) e a frequência cardíaca (FC) 
foram obtidas a partir do sinal de pressão arterial. A frequência de aquisição do 
registro foi de 2 Hz. A análise foi realizada por meio de software LabChart 5.0 
(ADInstruments, Austrália). 
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Figura 11. Ilustração da análise da pressão arterial e frequência cardíaca em animal controle (CTRL, 
A) e com insuficiência renal crônica (IRC, B) por meio de canulação da artéria femoral e auxílio do 
software de análise LabChart 5.0 (ADInstruments, Austrália). 
 
4.1.8 Eutanásia dos animais e coleta de sangue 
Após 24 horas do experimento de registro da pressão arterial e 
frequência cardíaca, os animais foram eutanasiados individualmente por 
decapitação. Este método é eficiente e produz perda rápida da consciência, 
depressão do sistema nervoso central e parada cardiorrespiratória, o que minimiza a 
dor, o desconforto e o estresse dos animais. Além disso, evita possíveis 
interferências nas dosagens hormonais e bioquímicas como o faz a eutanásia por 
overdose anestésica. 
O sangue foi, então, coletado em tubos seco e com EDTA. Procedeu-
se, então, à centrifugação para separação do soro (1300 g por 10 min) (Beckman®, 
EUA). As alíquotas foram distribuídas em tubos plásticos e congeladas em freezer a 
-80ºC para posteriores dosagens séricas de creatinina, ureia, sódio e potássio por 
método automatizado ADVIA 1650 (Advia Centaur, Bayer Corporation, EUA) no 
laboratório de análises clínicas da Associação Fundo de Incentivo à Pesquisa 
(AFIP).  
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4.1.9 Dosagens bioquímicas 
4.1.9.1 Dosagem de ureia  
O método realizado pelo equipamento ADVIA 1650 (Bayer Corporation, 
EUA) para dosagem de ureia sérica denomina-se urease enzimático. Seu princípio 
baseia-se na hidrólise da ureia pela urease, produzindo amônia e dióxido de 
carbono. A amônia reage com 2-cetoglutarato e nicotinamida adenina dinucleotídeo 
(NADH) em uma reação catalisada pela enzima glutamato desidrogenase (GLDH) 
promovendo a oxidação do NADH a NAD+. A redução da absorbância medida em 
340 nm foi proporcional à concentração de ureia na amostra.  
 
4.1.9.2  Dosagem de creatinina sérica 
A dosagem de creatinina sérica realizada pelo equipamento ADVIA 
1650 (Bayer Corporation, EUA) determina o valor da creatinina através de método 
colorimétrico. A creatinina e outros componentes do soro reagem com a solução de 
picrato em meio alcalino, formando um complexo de cor vermelha que foi medido 
fotometricamente (510 nm). A adição de acidificante foi necessária para reduzir o pH 
e promover a dissociação da creatinina, permanecendo inalterada a cor derivada 
dos cromógenos a qual também é medida por espectrofotometria (510 nm). A 
diferença entre as duas leituras fornece o valor real da creatinina. 
 
4.1.9.3 Dosagem de sódio e potássio 
O método realizado pelo equipamento ADVIA 1650 (Bayer Corporation, 
EUA) para dosagem de sódio e potássio denomina-se eletrodo seletivo. Seu 
princípio baseia-se na medição dos níveis de sódio nos fluidos biológicos. No interior 
dos eletrodos de cloro e lítio existe uma tubulação de plástico especialmente 
formulada para ser sensível aos íons de cloro e lítio. O potencial de cada eletrodo é 
medido em relação a uma voltagem estável e fixa estabelecida pelo eletrodo de 
referência de prata. O eletrodo de íon seletivo desenvolve uma voltagem que varia 
com a concentração do íon com o qual está respondendo. A relação entre a 
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voltagem desenvolvida e a concentração do íon é um logaritmo, a qual é expressa 
segundo a equação de Nernst.  
 
4.1.10 Análise estatística 
Todos os dados foram inicialmente testados quanto à normalidade 
(teste de Kolgomorov-Smirnov) e homogeneidade (teste de Levene). Aqueles que 
não apresentaram distribuição paramétrica foram transformados por meio de Z-score 
para posterior análise. O teste de análise de múltipla variância (ANOVA) seguido do 
post-hoc de Bonferroni foi utilizado para investigar as diferenças entre grupos CTRL, 
IRC4, IRC8 e IRC12. Para verificar as possíveis associações entre variáveis 
relacionadas ao sono e variáveis de função renal e cardiovascular, utilizou-se o teste 
de correlação de Pearson para construção de uma matriz de correlação. Para 
determinação dos possíveis preditores independentes da eficiência de sono (período 
claro), número de despertares (período claro) e sono total, utilizou-se o teste de 
regressão linear múltipla com método stepwise considerando-se como variáveis 
dependentes apenas aquelas variáveis que apresentaram correlação significativa 
com p<0,01. O nível de significância considerado foi p<0,05. Os dados foram 
representados como média ± erro padrão da média (EP). Todas as análises foram 
realizadas por meio do software SPSS 17 (SPSS Inc, Chicago, EUA). 
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4.2 A importância do sono e do sildenafil na progressão da insuficiência renal 
crônica: uma nova abordagem terapêutica 
4.2.1 Animais 
Foram utilizados ratos Wistar Hannover machos de 90 dias de idade 
provenientes do CEDEME. Utilizamos também ratas Wistar Hannover com 90 dias 
de idade para avaliação do comportamento sexual dos machos. Os animais foram 
mantidos sob a temperatura de 22 ± 1ºC com ciclo claro-escuro de 12 horas 
controlado automaticamente (das 7 às 19 horas) e com ração e água à vontade. 
Aproximadamente 10 animais foram utilizados para cada grupo. Todos os 
procedimentos experimentais foram submetidos e aprovados pelo Comitê de Ética 
em Pesquisa da Universidade Federal de São Paulo (#1972/09 – ANEXO 2) e foram 
conduzidos segundo as normas estabelecidas pela Lei Arouca 11794.  
 
4.2.2 Desenho experimental 
Após passarem por treino de comportamento sexual para adquirir 
experiência, os ratos machos foram distribuídos aleatoriamente em 4 grupos 
experimentais: 
• CTRL+V: animais submetidos à cirurgia sham de laparotomia e tratados com 
veículo.  
• CTRL+S: animais submetidos à cirurgia sham de laparotomia e tratados com 
sildenafil. 
• IRC+V: animais com insuficiência renal crônica induzida por cirurgia e 
tratados com veículo. 
• IRC+S: animais com insuficiência renal crônica induzida por cirurgia e 
tratados com sildenafil. 
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Cada grupo experimental foi distribuído em dois subgrupos: RS (foram 
restritos de sono por 10 dias) e GM (permaneceram em suas gaiolas-moradia 
durante todo o período experimental). 
 
Figura 12. Delineamento experimental em dias. CS: comportamento sexual; Treino: treino para 
adquirir experiência sexual no qual os animais foram expostos por 30 minutos durante nove dias 
intercalados a fêmeas receptivas; CTRL+V: grupo controle tratado com veículo; CTRL+S: grupo 
controle tratado com sildenafil; IRC+V: grupo insuficiência renal crônica tratado com veículo; IRC+S: 
grupo insuficiência renal crônica tratado com sildenafil; PAS: pressão arterial sistólica; FC: frequência 
cardíaca; GM: gaiola-moradia; RS: restrição de sono. 
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4.2.3 Modelo experimental de insuficiência renal crônica 
Inicialmente, os animais foram anestesiados com ketamina e xilazina 
nas doses de 40 mg/kg e 20 mg/kg, i.p., respectivamente. Em seguida, foi realizada 
a cirurgia de nefrectomia 5/6 no grupo IRC, baseada na nefrectomia unilateral direita 
e ligadura de dois de três ramos arteriais do rim remanescente esquerdo (Figura 5). 
O processo cirúrgico consistiu inicialmente por uma incisão abdominal transversa 
supra-umbilical. Foram isoladas as estruturas hilares do rim esquerdo, 
principalmente artéria renal esquerda e em seguida realizou-se a ligadura dos seus 
ramos posterior e anteroinferior (Figura 6). Foi feito, então, o isolamento e ligadura 
de todo o hilo renal direito para posterior nefrectomia subcapsular do rim direito. No 
grupo CTRL, o procedimento cirúrgico consistiu apenas de laparotomia e 
manipulação dos rins e do pedículo renal sem qualquer remoção de tecido (cirurgia 
sham), e sob as mesmas condições anestésicas. Por fim, o fechamento da parede 
abdominal foi feito por camadas e foi injetado 0,5 mL/kg de uma dose de suspensão 
poliantibiótica com estreptomicinas e penicilinas (Pentabiótico Wyeth®, Brasil) por 
via i.m., 10 mg/kg de diclofenaco sódico (Novafarma®, Brasil) por via i.p. e 
ibuprofeno 10 mg/kg via gavagem por até três dias consecutivos, com o intuito de 
promover uma analgesia pós-operatória e diminuir a possibilidade de um processo 
inflamatório local. Os animais permaneceram em gaiolas individuais até a completa 
recuperação pós-operatória, quando então foram devolvidos às gaiolas coletivas. As 
avaliações foram feitas após oito semanas de indução da doença, uma vez que este 
período constitui o modelo clássico de perda de mais de 50% da função renal sem 
alterações no tempo total de sono (Hirotsu et al, 2010).  
 
4.2.4 Tratamento com sildenafil 
Seguindo o protocolo utilizado com sucesso em trabalhos prévios 
(Rodriguez-Iturbe et al, 2005); (Yaguas et al, 2010) sobre os efeitos benéficos do 
tratamento com sildenafil na função renal e hipertensão, iniciamos o tratamento 
crônico com sildenafil precocemente, ou seja, cinco dias após a indução da IRC. 
Sabe-se que em indivíduos adultos sadios a dose máxima recomendada de 
sildenafil é de 100 mg por dia, o que corresponde no roedor a 10 mg/kg/dia, cerca de 
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0,6 vezes a dose máxima recomendada para o ser humano, ajustando-se a base de 
mg/m2 (Viagra®. [Bula]. Guarulhos: Pfizer; 30/11/2010). No presente estudo, 
utilizamos a dose já estabelecida na literatura de 2,5 mg/kg/dia em 0,5 mL de água 
destilada, a qual pode ser considerada relativamente baixa para um rato saudável, 
uma vez que atinge apenas 25% da dose máxima tolerada em roedores (Rodriguez-
Iturbe et al, 2005; Yaguas et al, 2010). Dessa forma, com o auxílio de um moinho 
analítico elétrico (Synth, Brasil), o citrato de sildenafil (Medley®, EUA) foi triturado de 
comprimido até se transformar em pó. Cada comprimido triturado apresentava 100 
mg de sildenafil e pesava cerca de 700 mg. Dessa maneira, depois de serem 
triturados, pesava-se o pó em balança analítica (Shimadzu, Tóquio, Japão) 
considerando a concentração de 2,5 mg/kg por meio da relação 1:7 
(droga/comprimido). Todos os animais foram pesados a cada três dias para cálculo 
da quantidade de sildenafil a ser administrada. Após o cálculo e pesagem, o 
sildenafil era armazenado em tubos de 1,5 mL (Eppendorf, Alemanha) e dissolvido 
em água destilada (veículo) por agitação vigorosa imediatamente antes da sua 
administração, devido sua dificuldade de solubilização (Romero et al, 1999). A 
administração diária do sildenafil foi realizada por via oral (gavagem) sempre no 
horário das 11 às 13 horas ao longo das oito semanas após a indução da IRC. 
 
4.2.5 Restrição de sono 
Após 46 dias de indução da IRC, os animais foram submetidos à 
restrição de sono pelo método modificado da plataforma múltipla que consiste em 
colocar 10 animais em um tanque (143 x 41 x 30 cm) contendo 14 plataformas 
circulares de 6,5 cm de diâmetro, com o nível da água 1 cm abaixo da sua superfície 
(Machado et al, 2005). O número de plataformas maior que o de animais permite 
que eles possam se mover de uma para outra, ao contrário da imobilização 
observada no método da plataforma única (Figura 13). A atonia muscular presente 
no sono paradoxal faz com que o animal acorde ao encostar o focinho ou, ainda, o 
corpo inteiro na água. Dois dias antes do início da restrição de sono, os animais 
foram adaptados ao tanque de água sob as plataformas por um período de 1 hora, a 
fim de evitar quedas desnecessárias na água. Diariamente, os ratos foram alojados 
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sobre uma plataforma circular em tanque com água durante 20 horas (das 14 às 10 
horas do dia seguinte). Às 10 horas os animais foram alojados em gaiolas-moradia 
de polipropileno (41 x 34 x 17,5 cm) localizadas em uma sala adjacente, onde 
permaneceram até às 14 horas, permitindo assim quatro horas de sono (10 às 14 
horas) (Thomal et al, 2010). Animais controle para essa metodologia permaneceram 
em suas gaiolas-moradia na mesma sala adjacente onde animais restritos de sono 
passaram diariamente quatro horas de oportunidade de sono o período de restrição 
de sono. 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Ilustração do método modificado das plataformas múltiplas. Animais em tanque de 
privação de sono paradoxal (PSP). 
 
4.2.6 Avaliação do sistema cardiovascular 
O acompanhamento da pressão arterial sistólica (PAS) foi realizado por 
meio da avaliação semanal da pressão arterial caudal durante a evolução da IRC 
através da pletismografia de cauda (ADInstruments, Austrália). Para dilatação da 
artéria caudal e melhor verificação do pulso de pressão, os animais foram 
inicialmente colocados durante cinco minutos em uma caixa com orifícios (30 x 30 x 
15 cm) contendo uma lâmpada vermelha capaz de aquecer o ambiente interno 
moderadamente sem causar incômodo aos animais. Essa metodologia requer 
adaptação dos animais para evitar a influência do estresse na avaliação da pressão 
arterial e redução das interferências de movimento do animal durante a aquisição do 
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sinal. Para tanto, os animais foram inicialmente adaptados ao aparelho de 
pletismografia e ao aquecimento da cauda duas vezes por dia durante três dias. 
Esta medida indireta da PAS nos permitiu avaliar as alterações da pressão arterial 
no decorrer do tempo em um mesmo animal de maneira não-invasiva. Ressalta-se 
que semanalmente também foi avaliada a FC de todos os animais, a partir do 
mesmo equipamento de pressão arterial caudal e do software LabChart 5.0 
(ADInstruments, Austrália), o qual deriva o valor da FC a partir do valor de pulso. A 
diferença entre a PAS final e inicial (ΔPAS) assim como a diferença entre a FC final 
e inicial (ΔFC) também foram calculadas aritmeticamente. 
 
 
 
 
 
Figura 14. Ilustração da análise da pressão arterial sistólica e frequência cardíaca em animal controle 
(A) e com insuficiência renal crônica (B) por meio de pletsmografia de cauda e auxílio do software de 
análise LabChart 5.0 (ADInstruments, Austrália). 
 
4.2.7 Avaliação do comportamento sexual 
Todos os ratos foram treinados para se tornarem sexualmente 
experientes antes do início dos experimentos, a fim de evitar qualquer viés de 
seleção. Para o treino de comportamento sexual, os animais foram expostos por 15 
minutos durante nove dias intercalados a fêmeas receptivas no período escuro das 
21 às 2 horas (Alvarenga et al, 2010). Os animais que não apresentaram 
comportamento de intromissão ao final do nono treino foram excluídos do estudo. No 
dia da avaliação do comportamento sexual, os ratos foram colocados por cinco 
minutos antes do início do teste isoladamente em gaiolas de acrílico (45 cm de 
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diâmetro x 50 cm de altura) para evitar a interferência do comportamento 
exploratório no comportamento sexual. Em seguida, foi colocada uma fêmea 
receptiva artificialmente induzida pela administração por via subcutânea de uma 
dose de 0,1 mL de estradiol 100 µg/mL 48 e 24 horas antes do teste e uma dose de 
0,1 mL de progesterona 5 mg/mL quatro horas antes do início do teste. Foi avaliada 
a primeira latência para monta, intromissão e ejaculação. Todos os testes foram 
realizados durante a fase escura do ciclo claro-escuro. Os seguintes parâmetros do 
comportamento sexual foram avaliados durante os 30 minutos do teste: 
• Latência de monta: tempo medido em segundos que cada animal demora a 
desempenhar primeira monta; 
• Latência de intromissão: tempo medido em segundos que cada animal 
demora a desempenhar a primeira intromissão; 
• Latência de ejaculação: tempo em segundos entre a primeira intromissão até 
a primeira ejaculação;  
• Número de montas: número de montas que ocorreu na primeira série 
copulatória; 
• Número total de montas: número total de montas que cada rato apresentou no 
período total de 30 minutos de avaliação; 
• Número de intromissões: número de intromissões que ocorreu na primeira 
série copulatória;  
• Número total de intromissões: número total de intromissões que cada rato 
apresentou no período total de 30 minutos de avaliação; 
• Número total de ejaculações: número total de ejaculações no período de 30 
minutos; 
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• Intervalo interintromissão: é a razão entre a latência para a primeira 
ejaculação e o número de intromissões até a primeira ejaculação; 
• Intervalo intercopulatório: é a razão entre a latência para a primeira 
ejaculação e a soma do número de montas e intromissões da primeira série 
copulatória; 
• Taxa copulatória: é razão entre o número de intromissões e a soma do 
número de montas e intromissões da primeira série copulatória; 
• Índice de atividade sexual (IAS): este, conforme proposto por Agmo e 
colaboradores (Agmo et al, 1987), calcula-se para todos os animais do 
experimento da seguinte forma: 
IAS= {[Log (1/ LPM) x t] + [Log (1/ LPI) x t] + [Log (1/ LE) x t] √TM + e}, onde: 
LPM = Latência para primeira monta 
LPI = Latência para primeira intromissão 
LPE = Latência para primeira ejaculação 
√TM = Raiz quadrada do número total de montas e intromissões no tempo total de 
observação (30 min) 
t = Tempo total de montas e intromissões no tempo total de observação 
e = “0” se o animal não ejacular e “4” se o animal ejacular 
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Figura 15. Foto ilustrando os três comportamentos sexuais essenciais em ratos controles adultos: 
monta (A), intromissão (B) e ejaculação (C). Adaptado de (Rodriguez-Manzo et al, 2002). 
 
4.2.8 Evolução corporal e sobrevida 
Ao longo de todo o protocolo experimental foi realizado o 
acompanhamento do peso corporal bem como a anotação de eventos que levassem 
ao comprometimento do bem-estar animal e/ou à morte, devido ao agravamento da 
doença. Convulsões, desidratação, hipotermia e letargia foram os principais fatores 
checados durante o período de experimentação animal. 
 
4.2.9 Coleta de urina  
Ao final do protocolo experimental, os animais foram colocados em 
gaiolas-metabólicas (Tecniplast, Itália) para coleta de urina de 24 horas (Figura 16). 
Três dias antes, porém, os animais foram apresentados às gaiolas-metabólicas, 
permanecendo 30 minutos por dia para habituação ao novo ambiente. A gaiola-
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metabólica permitiu livre acesso ao consumo de água e ração, além de promover a 
separação entre as fezes e a urina. Após coleta em tubo refrigerado (2 a 8°C), as 
amostras de urina foram aliquotadas e mantidas em freezer a -20°C para posterior 
análise de creatininúria, proteinúria, natriurese e caliurese por metodologia 
automatizada ADVIA 1650 (Bayer Corporation, EUA). A partir desses dados, 
calculou-se também a razão sódio/creatinina urinários e proteína/creatinina urinárias, 
uma vez que estas são medidas que também refletem a função renal. 
 
 
 
 
 
Figura 16. Ilustração da gaiola-metabólica (Tecniplast, Itália) utilizada para coleta de urina de 24 
horas. 
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4.2.10 Eutanásia e coleta do material biológico 
Ao final do protocolo experimental, os animais foram imediatamente 
eutanasiados por um técnico treinado em uma sala adjacente pelo método da 
decapitação. Amostras de rim (esquerdo), coração (ventrículo esquerdo), testículo 
(direito) e corpo cavernoso foram rapidamente coletados e congelados em gelo 
seco, sendo armazenados a -80ºC até processamento e análise molecular de 
expressão gênica. Fragmentos longitudinais de rim esquerdo e o testículo esquerdo 
foram coletados e imediatamente imersos em fixador para posterior processamento 
histológico. O sangue foi recolhido em tubos de acrílico específicos de acordo com a 
dosagem a ser realizada. 
Tubos sem anticoagulante foram utilizados para coleta do sangue e 
determinação das concentrações séricas de creatinina, ureia, ácido úrico, 
aldosterona, sódio, potássio, glicose, colesterol total e frações, proteína C reativa 
(PCR), ferro, testosterona, progesterona, estradiol e globulina ligadora de hormônios 
esteroides ou sex hormone-binding globulin (SHBG). Tubos com anticoagulante 
EDTA foram utilizados para coleta de plasma e análises das concentrações de 
hormônio adrenocorticotrófico (ACTH), corticosterona, hormônio luteinizante (LH), 
folículo estimulante (FSH), interleucina (IL)-6, fator de necrose tumoral (TNF)α, IL-1α 
e IL-17, cistatina C e β2-microglobulina. Após a coleta, os tubos foram centrifugados 
a 3500 rpm por 10 minutos, sendo o soro à temperatura ambiente e o plasma a 4°C. 
Em seguida, o sobrenadante foi pipetado e armazenado em tubos menores a -80°C 
até a realização dos ensaios. 
 
4.2.11 Avaliação da função renal 
4.2.11.1 Dosagem de ureia  
O método realizado pelo equipamento ADVIA 1650 (Bayer Corporation, 
EUA) para dosagem de ureia sérica denomina-se urease enzimático. Seu princípio 
baseia-se na hidrólise da ureia pela urease, produzindo amônia e dióxido de 
carbono. A amônia reage com 2-cetoglutarato e nicotinamida adenina dinucleotídeo 
51 
 
 
(NADH) em uma reação catalisada pela enzima glutamato desidrogenase (GLDH) 
promovendo a oxidação do NADH a NAD+. A redução da absorbância medida em 
340 nm foi proporcional à concentração de ureia na amostra.  
 
4.2.11.2 Dosagem de creatinina  
A dosagem de creatinina sérica realizada pelo equipamento ADVIA 
1650 (Bayer Corporation, EUA) determina o valor da creatinina através de método 
colorimétrico. A creatinina e outros componentes do soro reagem com a solução de 
picrato em meio alcalino, formando complexo de cor vermelha. A adição de 
acidificante reduz o pH e promove a dissociação da creatinina, permanecendo 
inalterada a cor derivada dos cromógenos, a qual é também medida por 
espectrofotometria (510 nm). A diferença entre as duas leituras fornece o valor real 
da creatinina. A determinação do clearance de creatinina foi posteriormente 
calculada pela fórmula: 
Clearance de creatinina = Creatinina urinária (mg/dL) x Volume de urina 24 h (mL) 
                                            Creatinina sérica (mg/dL) x 1440 min 
 
 
4.2.11.3 Dosagem de sódio e potássio 
O método realizado pelo equipamento ADVIA 1650 (Advia Centaur, 
Bayer Corporation, EUA) para dosagem de sódio e potássio denomina-se eletrodo 
seletivo. Seu princípio baseia-se na medição dos níveis de sódio nos fluidos 
biológicos. No interior dos eletrodos de cloro e lítio existe uma tubulação de plástico 
especialmente formulada para ser sensível aos íons de cloro e lítio. O potencial de 
cada eletrodo é medido em relação a uma voltagem estável e fixa estabelecida pelo 
eletrodo de referência de prata. O eletrodo de íon seletivo desenvolve uma voltagem 
que varia com a concentração do íon com o qual está respondendo. A relação entre 
voltagem desenvolvida e a concentração do íon é um logaritmo, a qual é expressa 
segundo a equação de Nernst.  
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4.2.11.4 Dosagem de ácido úrico 
A dosagem de ácido úrico realizada pelo ADVIA 1650 (Bayer 
Corporation, EUA) é baseada em uma reação colorimétrica de ponto final, na qual o 
ácido úrico é oxidado pela uricase à alantoína e peróxido de hidrogênio liberando, 
proporcionalmente à concentração de ácido úrico, o cromógeno N-(4-antipirl)-3-
cloro-sulfonato-p-benzoquinonamonemina. 
 
4.2.11.5 Dosagem de aldosterona 
A aldosterona sérica foi quantificada por meio da metodologia de 
radioimunoensaio de fase sólida baseada em anticorpos específicos da aldosterona 
imobilizados na parede de um tubo de polipropileno (Coat-A-Count Aldosterone, 
PITKAL®, EUA). Os coeficientes de variação intra-ensaio e inter-ensaio tiveram 
variação de 2,3 a 5,4% e 3,8 a 15,7%, respectivamente. 
 
4.2.11.6 Dosagem de novos marcadores renais 
Inicialmente, a avaliação da função renal deteve-se apenas às 
dosagens séricas de ureia e creatinina. No entanto, sabe-se que ambas alteram-se, 
de maneira geral, quando há perda de pelo menos 50% da função renal. Além disso, 
os níveis de ureia sérica são influenciados por fatores ligados ao catabolismo de 
aminoácidos (por exemplo: dieta, dano tecidual, febre, hormônios tireoidianos, 
desidratação), servindo como medida grosseira da função renal. Ainda, a creatinina 
sérica é bastante influenciada pelo metabolismo muscular, uma vez que se deriva da 
creatina, sendo também pouco sensível para alterações leves e moderadas da taxa 
de filtração glomerular. Diante disso, decidimos incluir também a dosagem de novos 
marcadores da função renal como a cistatina C e a β2-microglobulina, que têm se 
mostrado métodos sensíveis e mais modernos.  
A dosagem de cistatina C e β2-microglobulina foi, portanto, realizada 
em amostras de urina e plasma de todos os grupos experimentais por meio do kit 
Milliplex® Map (Rat Kidney Toxicity Panel 2) catálogo #RKTX2-37K na plataforma 
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Luminex®. A tecnologia Luminex® envolve um processo exclusivo que cora 
microesferas de látex com dois fluoróforos, que combinados em diferentes 
proporções, resultam em até 100 conjuntos diferentes de microesferas. Depois que o 
analito presente na amostra se liga aos anticorpos de captura localizados na 
superfície das microesferas, a detecção final é feita através de um terceiro marcador 
fluorescente ligado a um anticorpo de detecção, a ficoeritrina. O equipamento 
Luminex® movimenta estas esferas em fila única através de feixes de dois lasers 
diferentes em um citômetro de fluxo. O primeiro feixe de laser detecta e classifica a 
microesfera (o código de cor para o ensaio) e o segundo laser quantifica o sinal de 
reporte em cada microesfera. Seguindo as recomendações do fabricante, as 
amostras de plasma foram diluídas 1:5 enquanto as amostras de urina foram 
diluídas 1:500. Entretanto, a padronização do ensaio somente foi alcançada nas 
amostras de plasma. Nesse ensaio, a sensibilidade da cistatina C foi de 7,1 pg/mL e 
da β2-microglobulina foi de 74,2 pg/mL. 
 
4.2.12 Perfil metabólico 
4.2.12.1 Dosagem de glicose 
A dosagem de glicose sérica realizada pelo ADVIA 1650 (Bayer 
Corporation, EUA) se baseia no método enzimático, no qual a glicose da amostra 
sofre a ação da glicose oxidase em presença de oxigênio produzindo peróxido de 
hidrogênio; este, em presença de fenol e de 4-aminoantipirina, sofre a ação da 
peroxidase produzindo um composto róseo-avermelhado (quinonimina) com máximo 
de absorção em 505 nm. 
 
4.2.12.2 Colesterol total 
Esta metodologia tem como princípio a oxidação enzimática do 
colesterol pela colesterol oxidase, com prévia hidrólise enzimática dos ésteres 
mediante uma lipase de origem fúngica. A água oxigenada gerada na oxidação 
produz a copulação oxidativa do fenol com a 4-aminofenazona, catalisada pela 
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peroxidase com formação de uma quinonimina vermelha. A intensidade da cor 
vermelha formada é diretamente proporcional à concentração do colesterol na 
amostra. A determinação é realizada no soro pelo equipamento ADVIA 1650 (Bayer 
Corporation, EUA).  
 
4.2.12.3 High density lipoprotein (HDL) 
A dosagem bioquímica da fração HDL do colesterol é realizada pelo 
equipamento ADVIA 1650 (Advia Centaur, Bayer Corporation, EUA) pelo método de 
imunoinibição. O princípio se baseia no fato de que o complexo antígeno-anticorpo é 
formado com quilomícrons, LDL e VLDL de maneira que somente HDL é 
determinado seletivamente através de uma medida enzimática. 
 
4.2.12.4 Low density lipoprotein (LDL) 
A dosagem bioquímica da fração LDL do colesterol é realizada por 
método sem princípio, conforme cálculo descrito em Lipid Research Clinics Program: 
 
 
4.2.12.5 Triglicérides 
O método de dosagem de triglicérides realizado pelo equipamento 
ADVIA 1650 (Bayer Corporation, EUA) é o enzimático colorimétrico. Seu princípio se 
baseia no fato de que os triglicérides são hidrolisados pela lipoproteína lipase 
liberando glicerol. Após a ação da glicerolquinase, o composto resultante é oxidado 
pela peroxidase e após a ação dessa, forma-se um composto violeta detectado com 
comprimento de onda de 540 nm.  
 
LDL = colesterol total – HDL– VLDL 
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4.2.12.6 Proteína C Reativa (PCR) 
A determinação das concentrações de PCR em soro foi realizada pelo 
método de imunoturbidimetria. As partículas de poliestireno recobertas com anti-
PCR se misturam com a amostra formando agregados em presença de PCR. O 
processo de aglutinação que se forma provoca um aumento do tamanho das 
partículas e consequentemente há um aumento da absorbância, que é medida por 
comparação com o calibrador de concentração conhecida.  
 
4.2.12.7 Dosagem de ferro 
A dosagem de ferro sérico realizada pelo equipamento ADVIA 1650 
(Bayer Corporation, EUA) é um teste útil na avaliação das anemias hipocrômicas 
microcíticas. O método é o colorimétrico Ferene, cujo princípio se baseia na 
dissociação dos íons férricos da transferrina em meio ácido e reduzidos à forma 
serosa. Estes são complexados ao cromógeno produzindo um composto colorido.  
 
4.2.13 Perfil inflamatório 
A dosagem das citocinas pró-inflamatórias foi realizada através da 
plataforma Luminex®. Foram utilizados dois kits Milliplex® Map (Rat 
Cytokine/Chemokine Panel) catálogo # RCYTO-80K. A metodologia consiste na 
detecção de várias citocinas em um mesmo poço utilizando microesfereas 
específicas para cada citocina. Cada microesfera possui uma mistura de dois 
fluorocromos que as diferenciam uma das outras. As microesferas são recobertas 
com anticorpos que se ligam a uma citocina específica. Um anticorpo marcado com 
ficoeritrina se liga ao complexo citocina-microesfera, determinando a quantidade de 
ligante no complexo. Esse sistema é lido no aparelho por dois lasers: o primeiro 
identifica a microesfera analisada e o segundo determina a concentração da citocina 
ligada à microesfera. Seguiu-se o protocolo recomendado pelo fabricante (Millipore, 
EUA). 
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4.2.14 Perfil hormonal 
4.2.14.1 Hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) 
A determinação quantitativa do ACTH em plasma foi realizada no 
analisador IMMULITE 2000 (Siemens, EUA) e trata-se de um ensaio imunométrico 
quimioluminescente direto. O princípio da reação se baseia na reação entre antígeno 
e anticorpo tendo como marcador a fosfatase alcalina. Esta reação hidrolisa o 
substrato quimioluminescente gerando um produto instável, o qual após 
estabilização gera a emissão de fótons de luz amplificados que é medida através de 
um fotomultiplicador, o qual tem função de transformar a luz emitida pelos fótons em 
impulsos elétricos. Estes impulsos são lidos em “contagens” de luz por segundo 
(cps). Antes da dosagem, as amostras foram descongeladas em banho de gelo e 
mantidas permanentemente a 4ºC. O volume da amostra utilizado foi de 200 µL. 
 
4.2.14.2 Corticosterona 
As amostras de plasma dos animais foram retiradas do freezer e 
mantidas à temperatura ambiente para o descongelamento. As dosagens para 
quantificação de corticosterona foram realizadas por radioimunoensaio em fase 
sólida utilizando-se o kit comercial (ICN Biomedicals, EUA) específico para 
corticosterona de ratos. Nesta técnica de radioimunoensaio, há competição da 
corticosterona do rato marcada com iodo radioativo (I125) e do hormônio contido na 
amostra (plasma) pelos sítios de anticorpos fixados à parede do tubo de ensaio 
(“fase sólida”). Foi pipetado dentro de cada tubo de ensaio um volume de 50 µL de 
cada amostra de plasma dos animais. Após a adição de 1 mL da corticosterona 
marcada com I125, estes tubos foram incubados à temperatura ambiente por duas 
horas para atingirem o equilíbrio. A seguir, o conteúdo dos tubos foi desprezado 
para a leitura da radioatividade remanescente desta reação, a qual foi feita no 
contador automático de radiação gama (Packard, EUA). Os resultados finais das 
contagens por minuto (cpm) foram expressos em ng/mL. Para obtenção de uma 
curva padrão, foram utilizados calibradores-padrões (50 µL) com concentrações 
previamente conhecidas de corticosterona: 0-20-50-100-200-500-1000-2000 ng/mL. 
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Utilizou-se também um plasma controle (50 µL) com concentração de 200 ng/mL de 
corticosterona no início, no meio e no final do ensaio. 
 
4.2.14.3 Testosterona, progesterona, estradiol e SHBG 
A determinação quantitativa de testosterona, progesterona, estradiol e 
SHBG em soro foi realizada pelo analisador ADVIA 1650 (Bayer Corporation, EUA). 
O princípio se baseia em um ensaio imunométrico quimioluminescente direto, 
semelhante à dosagem de ACTH. 
 
4.2.14.4 LH e FSH 
A dosagem de LH e FSH foi realizada através da plataforma Luminex®. 
Foram utilizados dois kits (Rat Pituitary Panel) catálogo #RPT86K. Seguiram-se as 
instruções recomendadas pelo fabricante (Millipore, EUA). O cálculo das 
concentrações hormonais nas amostras foi realizado por meio do software Analyst 
(Millipore, EUA). 
 
4.2.15 Morfologia renal e testicular 
Para estudo histológico, segmentos longitudinais do rim esquerdo 
foram fixados em formol 10% enquanto amostras do testículo direito foram fixadas 
em solução Alfac (etanol 85%, formol 10% e ácido acético 5%). Após 24 horas, os 
tecidos foram processados para inclusão em parafina e obtenção de cortes 
histológicos transversais de 4 µm de espessura (N=5/grupo), que foram corados com 
hematoxilina e eosina (HE). Os parâmetros histológicos e morfométricos foram 
obtidos por microscopia óptica, com auxilio do microscópio Olympus® Bx71 
(Olympus, Japão).  
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Com relação ao tecido renal, observaram-se 20 glomérulos de cada 
lâmina para cada rato. As medidas foram restringidas aos glomérulos que 
demonstraram num único corte ambos os polos vascular e urinário. Essa disposição 
indica a secção coincidente com a região equatorial do glomérulo. Esses glomérulos, 
assim selecionados ao acaso, foram utilizados para as mensurações. Efetuou-se a 
morfometria por meio de câmera de Vídeo Sony® (Sony Inc., Japão), acoplada ao 
microscópio Olympus® Bx71 (Olympus, Japão) na objetiva de 40X. A leitura 
eletrônica foi realizada através do aplicativo Data Manager, calibrado em µm, e 
associado ao programa Image-Pro Plus (Media Cybernetics, EUA). Através desse 
sistema, estabeleceram-se os seguintes parâmetros histológicos do estudo: 
diâmetro, área e volume glomerular. Para obter o diâmetro do tufo capilar 
glomerular, mediu-se a porção equatorial do glomérulo traçando com o cursor do 
mouse uma reta entre os limites do tufo, na região equatorial (Danilewicz, 
Wagrowska-Danilewicz, 1998), chamando-se de diâmetro interno. Utilizou-se o 
mesmo procedimento para a mensuração do diâmetro da cápsula de Bowman, 
intitulado de diâmetro externo. Calculou-se, então, a área do tufo glomerular por 
meio da captura da imagem de cada glomérulo, posicionando-se o cursor na área 
central para estabelecimento, a partir daí, de uma linha circular externa, coincidente 
com os limites do tufo glomerular (Akaoka et al, 1994). Conferiu-se o dado eletrônico 
pela equação π x R2, em que R corresponde diâmetro do glomérulo/2 ou raio, e π 
corresponde a 3,14. A mensuração da área externa, nominalmente do glomérulo, foi 
realizada da maneira anterior. A análise qualitativa contemplou possíveis alterações 
glomerulares como: existência de alteração segmentar ou total de um glomérulo, 
causada por deposição mesangial de material hialino, aumento da matriz dessa 
estrutura, colapso de capilares glomerulares e infiltrado pró-inflamatório (Grond et al, 
1986; Lafferty, Brenner, 1990).  
Com relação à morfologia testicular, observaram-se 30 secções 
transversais de túbulos seminíferos por animal. Assim como a morfometria renal, a 
morfometria testicular foi realizada com auxílio de câmera de Vídeo Sony®(Sony 
Inc., Japão), acoplada ao microscópio Olympus® Bx71 (Olympus, Japão) na objetiva 
de 40X e com o auxílio do software Image-Pro Plus (Media Cybernetics, EUA) Para 
determinação do diâmetro dos túbulos seminíferos, apenas túbulos com perfis 
circulares ou elípticos, com lúmen definido e com a razão entre o diâmetro 1 (menor, 
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D1) e o diâmetro 2 (maior, D2) igual ou maior que 0,85 (igual a 1 corresponde a um 
círculo perfeito) foram incluídos na amostragem a fim de eliminar perfis longitudinais 
que pudessem exibir diferentes graus de dano ao longo de seu comprimento 
(Gundersen, Jensen, 1987). A análise quantitativa dos túbulos seminíferos foi 
definida pelo cálculo de sua área, que foi determinada semelhantemente à área 
glomerular multiplicando-se o quadrado da média do diâmetro (D1+D2/2)2 por π 
(3,14). A altura do epitélio germinativo foi demarcada da camada basal até o início 
da luz do túbulo e calculada traçando-se o cursor do mouse previamente calibrado 
em µm. 
 
4.2.16 Expressão gênica 
Fragmentos de tecido renal (rim esquerdo), cardíaco (ventrículo 
esquerdo), testicular (testículo esquerdo) e peniano (corpo cavernoso) foram 
retirados por técnica asséptica logo após a eutanásia por decapitação e congelados 
imediatamente em gelo seco. As etapas de extração e purificação do RNA 
mensageiro (RNAm) foram realizadas segundo o método de extração de RNAm total 
TRIzol® (Invitrogen, EUA).  
 
4.2.16.1 Extração e purificação de RNAm total  
Os tecidos congelados em freezer a -80ºC foram triturados com o 
homogeneizador Polytron® (Kinematica, Alemanha) e ressuspendidos em 1 mL de 
TRIzol® (Invitrogen, EUA). O método utiliza solução monofásica de fenol e guanidina 
isotiocianato que lisa e dissolve os componentes celulares mantendo a integridade 
do RNAm. Às amostras de tecido dissolvidas em TRIzol®, foi adicionado clorofórmio 
(Merck, EUA) (0,2 mL de clorofórmio/ 1 mL de TRIzol®), centrifugadas a 4°C, 12000 
g, para a obtenção de duas fases, uma orgânica e outra aquosa, onde encontramos 
todo o RNAm. O RNAm foi reconstituído através da adição de isopropanol (Merck, 
EUA) (0,5 ml de isopropanol/ 1 mL de TRIzol®) seguida de centrifugação 12000 g, 
obtendo-se o RNAm precipitado. Após o isolamento, o RNAm foi lavado com etanol 
a 75% (Merck, EUA) (1 mL de etanol/1 mL de TRIzol®) e novamente centrifugado a 
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10500 g. O pellet de RNAm formado foi ressuspendido em água bidestilada livre de 
RNAse e DNAse. Após esta etapa, o RNAm diluído foi quantificado utilizando-se o 
espectrofotômetro Nanodrop 8000 (Thermo Scientific, EUA) e avaliado 
qualitativamente por corrida em gel de agarose 1% por meio da integridade das 
subunidades ribossomais 18S e 28S (Figura 15). Amostras de RNAm só foram 
armazenadas quando as relações comprimentos de onda de 260/280 nm e 260/230 
nm estiveram acima de 1,8 e a integridade das subunidades ribossomais esteve 
presente. Em seguida, o RNAm total foi estocado a –80°C (total de 320 amostras).  
 
 
 
Figura 17. Gel de agarose 1,0% corado com brometo de etídio para verificação da integridade do 
RNA total extraído com o kit TRIzol® (Invitrogen, EUA). As bandas 18S e 28S estão indicadas na 
imagem para as amostras de 1 a 10 (tecido renal). M: Marcador de 100 pares de base (Invitrogen, 
EUA). 
 
4.2.16.2 Síntese do DNA complementar (cDNA)  
A partir do RNAm total purificado, preparou-se o cDNA utilizando-se 2 
μg deste RNAm (com volume máximo de 10 µL) por meio do kit High-Capacity cDNA 
Reverse Transcription (Life Technologies, EUA) de acordo com as instruções do 
fabricante. Cada 10 µL de amostra contendo 2 μg de RNAm foi misturado a um mix 
correspondente à mistura de 2 µL de tampão, 0,8 µL de dNTPs (100 mM), 2 µL de 
RT-Random Primers, 1 µL de Reverse Multiscribe Transcriptase, 1 µL de inibidor de 
RNAse e 3,2 µL de água bidestilada livre de nucleases. Em seguida, a reação de 
transcrição reversa foi realizada a 25°C por 10 min, 37ºC por 120 min, a 85ºC for 5 
min e a 4ºC até uso posterior. O cDNA resultante foi, então, quantificado utilizando-
se o espectrofotômetro Nanodrop 8000 (Thermo Scientific, EUA), diluído na 
concentração de 400 ng/µL e armazenado a -20ºC. 
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4.2.16.3 Reação de PCR em tempo real (RT-PCR) 
Para amplificação dos transcritos gênicos, utilizamos primers TaqMan 
(Applied Biosystems, EUA). Cada reação foi realizada em triplicata em reações com 
volume final de 20 μL e em cada ensaio foram utilizados controles negativos. A 
reação foi realizada em aparelho ABI Prism 7500 sequence detection system 
(Applied Biosystem, Reino Unido) com ciclos de dois estágios: holding time de 2 min 
a 50°C e 10 min a 95°C, seguido de 15 s a 95°C e 1 min a 60°C, por 40 ciclos até 
atingir o estágio de dissociação. As identificações dos primers dos genes alvo para 
subunidade 2 (Cybb ou NOX2) e subunidade 4 da NADPH-oxidase (NOX4), oxido 
nítrico sintase induzível (iNOS ou NOS2), óxido nítrico sintase endotelial (eNOS ou 
NOS3), dimetilarginina dimetilamino-hidrolase 1 (DDAH1), superóxido dismutase 
(SOD ou CuZnSOD), catalase (CAT) e enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) 
foram Rn00576710_m1, Rn00585380_m1, Rn00561646_m1, Rn02132634_s1, 
Rn00574200_m1, Rn00566938_m1, Rn00560930_m1 e Rn01416293_m1, 
respectivamente. Os controles endógenos escolhidos foram β-actina (ACTB, 
sequência de referência NM_031144) e gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase (GAD 
ou GAPDH, sequência de referência NM_017008), cujas sequências de primers são 
respectivamente: 
5’-3’: AGCGTGGCTACAGCTTCACC/AAGTCTAGGGCAACATAGCACAGC 
3 -5’: TGCCCCCATGTTTGTGATG/GCTGACAATCTTGAGGGAGTTGT 
 
Uma relação comparativa entre os ciclos da reação (CT) foi usada para 
determinar a expressão gênica, em relação aos controles endógenos (housekeeping 
genes). Dessa maneira, níveis arbitrários de RNAm foram expressos como uma 
diferença de “n” vezes em relação aos controles endógenos. Para cada amostra, os 
valores CT dos genes alvo foram normalizados e o valor usado para demonstrar a 
expressão relativa dos genes alvo foi calculado utilizando-se a expressão 2-∆∆CT 
(Livak, Schmittgen, 2001) tendo como referência o grupo CTRL+V+GM. Para a 
normalização dos dados usou-se a expressão do gene ACTB como referência, uma 
vez que a expressão de GAD diferiu significativamente entre os grupos em todos os 
tecidos. 
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Figura 18. Representação da disposição dos genes investigados pela reação em cadeia de 
polimerase em tempo real (RT-PCR) em placa de 96 poços (amostras de rim).  
 
 
 
 
 
 
Figura 19. Curvas de amplificação de sete genes de interesse (NOX2, NOX4, iNOS, eNOS, SOD, 
CAT e ECA2) e dois genes endógenos (GAD e ACTB) e regiões de controle negativo da reação para 
três amostras. A linha azul horizontal representa o threshold estabelecido para todas as reações com 
base no padrão de expressão de todas as corridas. O eixo x (Cycle) representa os ciclos da reação 
em cadeia da polimerase e o y (ΔRn – normalized reporter signal) a intensidade de fluorescência 
detectada a cada ciclo, normalizada pela referência passiva ROXTM e corrigida pelo baseline. 
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4.2.17 Análise estatística 
Todos os dados foram inicialmente testados quanto à normalidade 
(teste de Kolgomorov-Smirnov) e homogeneidade (teste de Levene). Aqueles que 
não apresentaram distribuição paramétrica foram transformados por meio de Z-score 
para posterior análise. O teste de General Linear Model (GLM) foi utilizado para 
investigar os efeitos da Doença (CTRL ou IRC), Tratamento (Veículo ou Sildenafil) e 
Sono (Gaiola-Moradia ou Restrição de Sono) e suas múltiplas interações em todas 
as variáveis contínuas. Diferenças entre grupos referentes a efeitos de interação 
foram avaliadas por meio do teste post-hoc de Bonferroni. O peso corporal, a PAS e 
a FC foram analisados pelo teste de GLM medidas repetidas, incluindo oito pontos 
no tempo. O teste de qui-quadrado foi utilizado para comparar frequências de 
mortalidade, monta, intromissão e ejaculação. Diferenças entre grupos foram 
analisadas por meio do resíduo ajustado. O teste de Kaplan-Meier foi utilizado para 
comparação da sobrevida cumulativa entre os grupos por meio do hazard ratio e via 
procedimento Log Rank Mantel-Cox. 
O teste de regressão logística binária foi usado para determinar a razão 
de chances ou odds ratio (OR) dos fatores Doença, Tratamento e Sono em relação à 
mortalidade e desempenho dos comportamentos de monta, intromissão e ejaculação 
por meio do método backward-conditional e Hosmer-Lemeshow goodness-of-fit. 
Para determinar os possíveis fatores preditores do clearance de creatinina, 
proteinúria, ΔPAS, ΔFC, IAS, número total de intromissões, latência de intromissão e 
níveis de testosterona, as variáveis dummy (categorias Doença, Tratamento e Sono) 
juntamente das variáveis contínuas que apresentaram uma correlação significativa 
com essas variáveis independentes no teste de Pearson (com p<0,01) foram 
incluídas no modelo de regressão linear múltipla utilizando-se o método stepwise. 
Considerou-se estatisticamente significante valor de p<0,05. Os dados foram 
representados como média ± erro padrão da média (EP). Todas as análises foram 
realizadas por meio do software SPSS 17 (Chicago, EUA).  
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5 RESULTADOS 
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5.1 Estudo da relação entre a evolução da insuficiência renal crônica e o 
desenvolvimento de hipertensão e distúrbios de sono em ratos 
A análise dos dados referentes à função renal (Figura 20) demonstram 
o aumento significativo encontrado nos níveis séricos de creatinina (F3,28=9,4; 
p<0,0001) e ureia (F3,28=9,4; p<0,0001) dos grupos IRC8 (p<0,05) e IRC12 (p<0,05) 
em comparação ao grupo CTRL. Nenhuma diferença estatística foi observada nos 
níveis séricos de sódio e potássio (p>0,05). 
 
 
 
 
 
 
Figura 20. Níveis de creatinina (mg/dL, A), ureia (mg/dL, B), sódio (mmol/L, C) e potássio séricos 
(mmol/L, D) nos grupos controle (CTRL) e insuficiência renal crônica 4 (IRC4), 8 (IRC8) e 12 (IRC12) 
semanas. *p<0,05 comparado com grupo CTRL. 
Com relação ao sistema cardiovascular (Figura 21), observou-se 
importante aumento na PAM (F3,28=56,3; p<0,0001) e FC (F3,28=8,7; p<0,0001) dos 
grupos IRC4 (p<0,05), IRC8 (p<0,05) e IRC12 (p<0,05) quando comparados ao 
grupo CTRL.  
 
 
 
  
A B 
C D 
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Figura 21. Medidas de pressão arterial média (PAM, mmHg, A) e frequência cardíaca (FC, bpm, B) 
após canulação da artéria femoral nos grupos controle (CTRL) e insuficiência renal crônica 4 (IRC4), 
8 (IRC8) e 12 (IRC12) semanas. *p<0,05 comparado com grupo CTRL. 
A avaliação do padrão de sono no período claro está representada na 
Figura 22. Com relação à eficiência de sono nesse período, foi encontrada uma 
redução significativa (F3,28=27,7; p<0,0001) nos grupos IRC4 (p<0,05), IRC8 
(p<0,05) e IRC12 (p<0,05) comparado ao grupo CTRL. Além disso, observou-se um 
aumento no número de despertares (F3,28=18,3; p<0,0001) e na porcentagem de 
tempo em vigília (F3,28=27,8; p<0,0001) nos grupos IRC4 (p<0,05), IRC8 (p<0,05) e 
IRC12 (p<0,05) em comparação ao grupo CTRL, refletindo um sono bastante 
fragmentado e de baixa qualidade. No entanto, nenhuma diferença estatística foi 
encontrada na porcentagem de sono de ondas lentas e sono paradoxal. No período 
escuro (Figura 23), a análise dos parâmetros revelou redução significativa da 
eficiência de sono (F3,28=11,0; p<0,0001) em todos os grupos IRC (p<0,05) quando 
comparados ao CTRL. Nenhuma alteração foi encontrada no número de 
despertares. Algumas diferenças estatísticas foram, porém, observadas na 
porcentagem de sono de ondas lentas (F3,28=9,5; p<0,0001) e de sono paradoxal 
(F3,28=8,8; p<0,0001), de maneira que o teste post-hoc mostrou redução de sono de 
ondas lentas e aumento de sono paradoxal no grupo IRC4 (p<0,05) em relação aos 
grupos CTRL, IRC8 e IRC12. Somado a isso, observou-se um aumento significativo 
do tempo em vigília (F3,28=9,9; p<0,0001) no grupo IRC12 (p<0,05) quando 
comparado ao grupo CTRL. Com relação ao tempo total de sono, houve diferenças 
entre os grupos (F3,28=27,7; p<0,0001), marcada por redução no grupo IRC4 em 
relação ao CTRL (p<0,05) e no grupo IRC12 em relação a todos os demais grupos 
(p<0,05). 
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Figura 22. Eficiência de sono (%, A), número de despertares (B), tempo em sono de ondas lentas 
(%SOL, C), tempo em sono paradoxal (%SP, D) e tempo em vigília (%, E) durante o período claro nos 
grupos controle (CTRL) e insuficiência renal crônica 4 (IRC4), 8 (IRC8) e 12 (IRC12) semanas. 
*p<0,05 comparado com grupo CTRL. 
Figura 23. Eficiência de sono (%, A), número de despertares (B), tempo em sono de ondas lentas 
(%SOL, C), tempo em sono paradoxal (%SP, D), tempo em vigília (%, E) e tempo de sono total (%) 
dentro de 24 horas (F) durante o período escuro nos grupos controle (CTRL) e insuficiência renal 
crônica 4 (IRC4), 8 (IRC8) e 12 (IRC12) semanas. *p<0,05 comparado com grupo CTRL; #p<0,05 
comparado com grupo IRC4; §p<0,05 comparado com grupo IRC8. 
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Além dos aspectos quantitativos, também foi possível observar 
diferenças em relação a aspectos qualitativos do padrão de sono. A Figura 24 
exemplifica a baixa qualidade de sono encontrada nos animais do grupo IRC. 
Observa-se que o padrão de sono de ondas lentas é diferente no grupo IRC, uma 
vez que a amplitude das ondas é variável e menor em relação ao CTRL, o que 
dificulta a manutenção de um sono profundo e restaurador. Além disso, em animais 
IRC é freqüente a intrusão de ondas rápidas no sono de ondas lentas, 
caracterizando um sono com freqüente superficialização, isto é, de baixa qualidade.  
 
 
 
 
Figura 24. Traçado eletrocorticográfico (ECoG) e eletromiográfico (EMG) ilustrando a arquitetura do 
sono de ondas lentas em animal CTRL (A) e animal IRC (B). Dois primeiros canais referentes ao 
ECoG e o terceiro canal referente ao EMG. Duração da época: 20 segundos. 
A Tabela 1 ilustra a matriz de correlação entre as variáveis ureia e 
creatinina séricas (mg/dL), sódio e potássio séricos (mmol/L), PAM (mmHg), FC 
(bpm), eficiência de sono (%), número de despertares, sono paradoxal (%SP), sono 
de ondas lentas (%SOL) e vigília (%) nos períodos claro e escuro e sono total (%). 
Ressaltam-se as correlações entre os marcadores de função renal (ureia e 
creatinina) e os parâmetros da arquitetura do sono (eficiência de sono no período 
claro e escuro, número de despertares no período claro e sono total). Além disso, 
nota-se também a correlação negativa entre a eficiência de sono no período claro e 
a PAM bem como a correlação positiva entre a FC e o número de despertares no 
período claro (Figura 25). 
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Figura 25. Matriz de dispersão - A: dispersão dos dados de eficiência de sono no período claro, 
níveis de creatinina sérica e pressão arterial média (PAM); B: dispersão dos dados de número de 
despertares no período claro, PAM e frequência cardíaca (FC). 
A análise de regressão linear múltipla dos preditores independentes da 
eficiência de sono no período claro (variáveis inseridas: creatinina sérica, PAM e FC) 
revelou que apenas as variáveis creatinina sérica (β=-0,58; t=-4,8; p<0,0001) e PAM 
(β=-0,33; t=-2,7; p<0,05) e a constante (t=14,8; p<0,0001) entraram no modelo 
(F2,34=24,6; p<0,0001; R=0,78; R2=0,61). De maneira similar, o mesmo ocorreu com 
o sono total (F2,34=15,7; p<0,0001; R=0,70; R2=0,50), cujos preditores independentes 
(variáveis inseridas: creatinina sérica, PAM e FC) foram os níveis de creatinina 
sérica (β=-0,51; t=-3,7; p<0,001) e a PAM (β=-0,31; t=-2,3; p<0,05), ajustados pela 
constante (t=13,2; p<0,0001). Com relação ao número de despertares no período 
claro (variáveis inseridas: creatinina sérica, PAM e FC), porém, apenas a PAM 
(β=0,68; t=5,3; p<0,0001) foi estatisticamente significante no modelo (F1,34=28,1; 
p<0,0001; R=0,68; R2=0,46).  
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Tabela 1. Matriz de correlação entre as variáveis ureia, creatinina, sódio, potássio, PAM, FC, 
eficiência de sono, número de despertares, SOL, SP e vigília nos períodos claro e escuro, e sono total 
(N=36). 
PAM: pressão arterial média; FC: frequência cardíaca; SP: porcentagem de tempo em sono 
paradoxal; SOL: porcentagem de tempo em sono de ondas lentas; R: coeficiente de correlação de 
Pearson; p: significância estatística; Teste de correlação de Pearson; 
 
 
 
  Ureia  Creatinina Sódio Potássio PAM FC  Eficiência 
claro  
Despertar 
claro 
SP 
claro 
SOL 
claro  
Vigília 
claro 
Eficiência 
escuro  
Despertar 
escuro 
REM 
escuro 
SOL 
escuro  
Vigília 
escuro 
Sono 
total 
Ureia 
R 1,00 0,92 0,71 0,67 0,71 0,67 -0,58 0,58 0,02 -0,02 0,58 -0,25 0,08 0,07 -0,17 0,27 -0,48 
p - 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,89 0,89 0,00 0,09 0,58 0,63 0,26 0,06 0,00 
Creatinina 
R 0,92 1,00 0,72 0,63 0,72 0,63 -0,63 0,58 0,02 -0,02 0,63 -0,25 0,10 0,00 -0,09 0,28 -0,51 
p 0,00 - 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,89 0,89 0,00 0,08 0,48 1,00 0,53 0,06 0,00 
Sódio 
R -0,22 -0,10 1,00 -0,31 0,24 0,13 -0,24 -0,01 -0,29 0,29 0,24 0,22 0,05 0,16 -0,25 -0,22 0,11 
p 0,11 0,49 - 0,02 0,16 0,46 0,10 0,94 0,05 0,05 0,10 0,14 0,72 0,29 0,08 0,14 0,46 
Potássio 
R 0,30 0,20 -0,31 1,00 -0,11 -0,23 -0,07 -0,10 0,11 -0,11 0,07 -0,21 -0,18 -0,12 0,10 0,19 -0,21 
p 0,03 0,14 0,02 - 0,52 0,18 0,63 0,52 0,46 0,46 0,63 0,15 0,23 0,42 0,51 0,20 0,15 
PAM 
R 0,71 0,72 0,24 0,62 1,00 0,62 -0,63 0,70 0,23 -0,23 0,63 -0,11 -0,01 0,37 -0,44 0,12 -0,42 
p 0,00 0,00 0,16 0,00 - 0,00 0,00 0,00 0,18 0,18 0,00 0,50 0,97 0,03 0,01 0,49 0,01 
FC  
R 0,67 0,63 0,62 -0,23 0,62 1,00 -0,45 0,56 0,13 -0,13 0,45 -0,22 0,08 0,26 -0,38 0,25 -0,33 
p 0,00 0,00 0,00 0,18 0,00 - 0,01 0,00 0,45 0,45 0,01 0,21 0,65 0,12 0,02 0,14 0,05 
Eficiência 
claro 
R -0,58 -0,63 -0,63 -0,45 -0,63 -0,45 1,00 -0,54 -0,19 0,19 -1,00 0,28 -0,16 -0,26 0,34 -0,29 0,79 
p 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,01 - 0,00 0,14 0,14 0,00 0,03 0,23 0,04 0,01 0,02 0,00 
Despertar 
claro 
R 0,58 0,58 0,70 0,56 0,70 0,56 -0,54 1,00 0,35 -0,35 0,54 -0,18 0,16 0,21 -0,23 0,18 -0,49 
p 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - 0,01 0,01 0,00 0,17 0,22 0,11 0,08 0,16 0,00 
SP claro 
R 0,02 0,02 0,23 0,13 0,23 0,13 -0,19 0,35 1,00 -1,00 0,19 -0,21 -0,14 0,27 -0,24 0,20 -0,28 
p 0,89 0,89 0,18 0,45 0,18 0,45 0,14 0,01 - 0,00 0,14 0,10 0,27 0,03 0,06 0,12 0,03 
SOL claro 
R -0,02 -0,02 -0,23 -0,13 -0,23 -0,13 0,19 -0,35 -1,00 1,00 -0,19 0,21 0,15 -0,28 0,24 -0,19 0,28 
p 0,89 0,89 0,18 0,45 0,18 0,45 0,14 0,01 0,00 - 0,14 0,11 0,26 0,03 0,06 0,13 0,03 
Vigília 
claro 
R 0,58 0,63 0,63 0,45 0,63 0,45 -1,00 0,54 0,19 -0,19 1,00 -0,28 0,16 0,26 -0,34 0,29 -0,79 
p 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,01 0,00 0,00 0,14 0,14 - 0,03 0,23 0,04 0,01 0,02 0,00 
Eficiência 
escuro 
R -0,25 -0,25 -0,11 -0,22 -0,11 -0,22 0,28 -0,18 -0,21 0,21 -0,28 1,00 -0,09 0,00 0,08 -0,99 0,73 
p 0,09 0,08 0,50 0,21 0,50 0,21 0,03 0,17 0,10 0,11 0,03 - 0,50 0,97 0,56 0,00 0,00 
Despertar 
escuro 
R 0,08 0,10 -0,01 0,08 -0,01 0,08 -0,16 0,16 -0,14 0,15 0,16 -0,09 1,00 0,02 -0,04 0,11 -0,12 
p 0,58 0,48 0,97 0,65 0,97 0,65 0,23 0,22 0,27 0,26 0,23 0,50 - 0,86 0,77 0,41 0,36 
REM 
escuro  
R 0,07 0,00 0,37 0,26 0,37 0,26 -0,26 0,21 0,27 -0,28 0,26 0,00 0,02 1,00 -0,97 -0,03 -0,19 
p 0,63 1,00 0,03 0,12 0,03 0,12 0,04 0,11 0,03 0,03 0,04 0,97 0,86 - 0,00 0,84 0,14 
SOL 
escuro  
R -0,17 -0,09 -0,44 -0,38 -0,44 -0,38 0,34 -0,23 -0,24 0,24 -0,34 0,08 -0,04 -0,97 1,00 -0,05 0,28 
p 0,26 0,53 0,01 0,02 0,01 0,02 0,01 0,08 0,06 0,06 0,01 0,56 0,77 0,00 - 0,68 0,03 
Vigília 
escuro 
R 0,27 0,28 0,12 0,25 0,12 0,25 -0,29 0,18 0,20 -0,19 0,29 -0,99 0,11 -0,03 -0,05 1,00 -0,75 
p 0,06 0,06 0,49 0,14 0,49 0,14 0,02 0,16 0,12 0,13 0,02 0,00 0,41 0,84 0,68 - 0,00 
Sono total 
R -0,48 -0,51 0,11 -0,21 -0,42 -0,33 0,89 -0,49 -0,28 0,28 -0,79 0,76 -0,12 -0,19 0,28 -0,75 1,00 
p 0,00 0,00 0,46 0,15 0,01 0,05 0,00 0,00 0,03 0,03 0,00 0,00 0,36 0,14 0,03 0,00 - 
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5.2 A importância do sono e do sildenafil na progressão da insuficiência renal 
crônica: uma nova abordagem terapêutica 
5.2.1 Evolução da doença 
A evolução da massa corporal dos animais foi avaliada ao longo de oito 
semanas conforme demonstrado na Figura 26A. A análise por GLM revelou efeito 
Doença (F1,94=23,8, p<0,0001), Sono (F1,94=4,3, p<0,05), Tempo (F8,87=82,8, 
p<0,0001), interação Doença*Tratamento (F1,94=3,1, p<0,05), interação 
Tempo*Doença (F8,87=42,5, p<0,0001) e interação Tempo*Sono (F8,87=9,6, 
p<0,0001). Observou-se que a restrição de sono induziu a perda da massa corporal 
na oitava semana em comparação à condição gaiola-moradia. Além disso, o grupo 
IRC+V apresentou menor peso corporal quando comparado ao grupo CTRL+V 
(p<0,05). Entre a terceira e a oitava semana, o peso corporal do grupo IRC diferiu 
estatisticamente do grupo CTRL (p<0,05). A Figura 26B ilustra a variação (Δ) entre o 
peso final e inicial dos grupos. O teste de GLM revelou: efeito Doença (F1,102=160,4; 
p<0,0001), Sono (F1,102=32,9; p<0,0001) e interação Doença*Tratamento (F1,102=5,1; 
p<0,05), de maneira que ambos os grupos IRC+V e IRC+S tiveram ganho de peso 
inferior aos grupos CTRL+V e CTRL+S, respectivamente. Entretanto, o grupo IRC+S 
apresentou ganho de peso superior ao grupo IRC+V.  
Com relação à sobrevida dos animais (Figura 26C), a análise por 
Kaplan-Meier identificou um aumento da sobrevida em animais do grupo IRC+S em 
comparação com o grupo IRC+V, independente da restrição de sono (χ2=35,3; gl=3; 
p<0,0001). A taxa de risco cumulativo (hazard ratio) nos grupos IRC+V+GM e 
IRC+V+RS foram 2,6 e 5,1, respectivamente. A porcentagem de mortes (Figura 26D) 
também diferiu entre os grupos (χ2=34,0; gl=7; p<0,0001). A análise pelo resíduo 
ajustado revelou a seguinte ordem decrescente de mortalidade: IRC+V+RS (4,3) > 
IRC+V+GM (2,2) > IRC+S+RS (0,6) > IRC+S+GM (0,4) > CTRL+V+GM (-2,0) = 
CTRL+V+RS (-2,0) = CTRL+S+GK (-2,0) = CTRL+S+RS (-2,0). A Tabela 2 
demonstra o modelo mais favorável no teste de Hosmer-Lemeshow goodness-of-fit 
(χ2=2,5; gl=6; p>0,05) e a razão de chances (odds ratio, OR) dos fatores preditores 
independentes da mortalidade (-2LL=82,6; p<0,0001; χ2=33,7; Nagelkerke=0,27; 
Cox&Snell=0,41). A análise mostrou que o tratamento com sildenafil foi considerado 
um preditor estatisticamente significante, sendo responsável por reduzir a 
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mortalidade em até 75%, enquanto o fator doença elevou em até 34 vezes o risco de 
mortalidade. 
 
Figura 26. Acompanhamento do peso corporal ao longo de oito semanas (g, A), diferença (Δ) entre o 
peso corporal final e inicial (g, B), sobrevida cumulativa estimada por Kaplan-Meier (C) e porcentagem 
(%) de animais vivos e mortos ao longo do protocolo experimental (D). Grupos CTRL+V (controle 
tratado com veículo), CTRL+S (controle tratado com sildenafil), IRC+V (insuficiência renal crônica 
tratado com veículo) e IRC+S (insuficiência renal crônica tratado com sildenafil). GM: gaiola-moradia; 
RS: restrito de sono. *p<0.05 com respectivo grupo CTRL+V; #p<0.05 comparado com respectivo 
grupo IRC+S; #p<0.05 comparado com grupos GM (Figura 25A); §p<0.05 comparado com respectivo 
grupo CTRL+S. 
Tabela 2. O modelo de regressão logística binária ilustra a razão de chances ou odds ratio (OR) dos 
fatores Doença (referência para insuficiência renal crônica, IRC), Tratamento (referência para 
sildenafil) e Sono (referência para restrição de sono, RS) em relação à mortalidade. 
Variável dependente Fatores B p OR 95% IC 
Mortalidade 
Doença (IRC) 3,53 <0,001 34,2 4,31-271,1 
Tratamento (sildenafil) -1,37 <0,05 0,25 0,08-0,78 
Sono (RS) 0,47 >0,05 1,61 0,55-4,69 
Constante -3,64 <0,01 0,03 - 
B: coeficiente de regressão; p: significância estatística; OR: odds ratio; IC: intervalo de confiança;  
Regressão logística binária; 
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5.2.2 Função renal 
Os resultados referentes à função renal estão ilustrados nas Figuras 27 
a 31. Em relação ao clearance de creatinina (Figura 27A), encontramos efeito 
Doença (F1,61=194,7; p<0,0001), Tratamento (F1,61=12,7; p<0,001), Sono (F1,61=23,3; 
p<0,0001) e interação Doença*Tratamento (F1,61=15,4; p<0,0001) e 
Doença*Tratamento*Sono (F1,61=3,7; p<0,05). O teste post-hoc revelou uma redução 
significativa do clearance de creatinina nos grupos IRC+V+GM, IRC+V+RS, 
IRC+S+GM e IRC+S+RS comparado aos respectivos grupos CTRL+V+GM, 
CTRL+V+RS, CTRL+S+GM e CTRL+S+RS (p<0,05). Somado a isso, uma melhora 
no clearance de creatinina foi observada nos grupos IRC+S quando comparados aos 
grupos IRC+V. No entanto, a restrição de sono foi capaz de agravar a função renal e 
reduzir o clearance de creatinina nos grupos CTRL+V+RS e IRC+S+RS em 
comparação aos respectivos grupos CTRL+V+GM (p<0,05) e IRC+S+GM (p<0,05). 
A proteinúria também apresentou efeito Doença (F1,61=256,1; p<0,0001), Tratamento 
(F1,61=98,7; p<0,0001), Sono (F1,61=22,5; p<0,0001) e interação Doença*Tratamento 
(F1,61=102,0; p<0,0001) e Doença*Tratamento*Sono (F1,61=0,3, p<0,05) (Figura 27B). 
Aumento significativo nos níveis de proteinúria foi identificado nos grupos 
IRC+V+GM, IRC+V+RS e IRC+S+RS comparado aos grupos CTRL+V+GM, 
CTRL+V+RS e CTRL+S+RS, respectivamente (p<0,05). Ainda, o tratamento com 
sildenafil foi capaz de reduzir a proteinúria nos grupos IRC+S em relação aos 
IRC+V, independentemente da restrição de sono (p<0,05).  
De maneira semelhante, a razão de proteína/creatinina urinárias 
(Figura 27C) demonstrou efeito Doença (F1,61=126,5; p<0,0001), Tratamento 
(F1,61=62,5; p<0,0001), Sono (F1,61=59,3; p<0,0001) e interação Doença*Tratamento 
(F1,61=61,8; p<0,0001) e Doença*Tratamento*Sono (F1,61=22,3, p<0,0001). O teste 
post-hoc revelou, pois, um aumento significativo da razão proteína/creatinina 
urinárias nos grupos IRC+V+GM, IRC+V+RS e IRC+S+RS em comparação aos 
respectivos grupos CTRL+V+GM, CTRL+V+RS e CTRL+S+RS (p<0,05). 
Novamente, o tratamento com sildenafil se mostrou eficaz em atenuar a perda da 
função renal, uma vez que os grupos IRC+S apresentaram razão proteína/creatinina 
urinárias inferior aos grupos IRC+V, independente da restrição de sono (p<0,05). Por 
outro lado, a restrição de sono potencializou a progressão da doença, pois ambos 
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grupos IRC+V+RS e IRC+S+RS tiveram aumento nesse marcador da função renal 
quando comparados aos grupos IRC+V+GM e IRC+S+GM, respectivamente 
(p<0,05). A análise da razão sódio/creatinina urinários (Figura 27D) também revelou 
efeito Doença (F1,61=16,8; p<0,0001), Tratamento (F1,61=5,1; p<0,05), Sono 
(F1,61=17,6; p<0,0001) e interação Doença*Tratamento (F1,61=7,1; p<0,01) e 
Doença*Tratamento*Sono (F1,61=5,8, p<0,0001). A comparação múltipla entre 
grupos mostrou aumento dessa razão no grupo IRC+V+RS quando comparado aos 
grupos CTRL+V+RS, IRC+S+RS e IRC+V+GM (p<0,05). Em relação aos níveis 
séricos de ureia (Figura 27E), a análise demonstrou efeito Doença (F1,121=77,8; 
p<0,0001), Tratamento (F1,121=4,4; p<0,05) e interação Doença*Tratamento 
(F1,121=3,3; p<0,05) e Doença*Tratamento*Sono (F1,121=2,1, p<0,05). O teste de 
post-hoc indicou aumento dos níveis de ureia no grupo IRC+V+GM comparado aos 
grupos CTRL+V+GM e IRC+S+GM (p<0,05). Entretanto, diante da restrição de sono 
foi observado um aumento da ureia sérica em ambos os grupos IRC+V+RS e 
IRC+S+RS comparados aos respectivos grupos CTRL+V+RS e CTRL+S+RS 
(p<0,05). Os níveis séricos de cistatina C (Figura 27F), por sua vez, apresentaram 
efeito Doença (F1,52=24,8; p<0,0001), Sono (F1,52=8,5; p<0,01) e interação 
Doença*Tratamento*Sono (F1,52=5,0; p<0,05), representado pelo papel renoprotetor 
do sildenafil em reduzir os níveis de cistatina C nos grupos IRC+S em comparação 
as grupos IRC+V, independentemente da restrição de sono (p<0,05). 
Nenhuma diferença estatisticamente significante foi observada nas 
concentrações de sódio sérico (Figura 28A) e ácido úrico (Tabela 3). Observou-se, 
porém, nas concentrações urinárias de sódio (Figura 28B) um efeito interação 
Doença*Tratamento*Sono (F1,61=0,8; p<0,05), dada a redução de sódio urinário no 
grupo IRC+S+RS comparado aos grupos CTRL+S+RS e IRC+S+GM (p<0,05). Além 
disso, os níveis de potássio sérico (Figura 28C) apresentaram efeito Sono 
(F1,61=62,5; p<0,0001), com aumento induzido pela restrição de sono em relação à 
condição gaiola-moradia (p<0,05). Por sua vez, as concentrações urinárias de 
potássio (Figura 28D) revelaram efeito Sono apenas (F1,121=16,6; p<0,0001), com 
redução causada pela restrição de sono em relação à condição gaiola-moradia 
(p<0,05). Os níveis séricos de aldosterona (Figura 28E) apresentaram efeito Doença 
(F1,117=10,3; p<0,0001), Sono (F1,117=8,3; p<0,05) e interação Doença*Sono 
(F1,117=8,1; p<0,01), demonstrando aumento significativo nos animais IRC restritos 
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de sono em relação àqueles submetidos à condição gaiola-moradia. Com relação às 
concentrações plasmáticas de β2-microglobulina (Figura 28F), apenas foi 
encontrado efeito Doença (F1,45=4,4; p<0,05), dado o aumento de seus níveis nos 
animais IRC em comparação aos CTRL, independente do tratamento e da restrição 
e sono (p<0,05). 
 
Figura 27. Clearance de creatinina (mL/min, A), proteinúria (mg/24h, B), razão proteína/creatinina 
urinárias (C), razão proteína/sódio urinários (D), ureia sérica (mg/dL, E) e níveis de cistatina C (ng/mL, 
F). Grupos CTRL+V (controle tratado com veículo), CTRL+S (controle tratado com sildenafil), IRC+V 
(insuficiência renal crônica tratado com veículo) e IRC+S (insuficiência renal crônica tratado com 
sildenafil) submetidos à condição de gaiola-moradia ou restrição de sono. *p<0.05 comparado com o 
respectivo grupo CTRL+V; #p<0.05 comparado com o respectivo grupo IRC+S; §p<0.05 comparado 
com o respectivo grupo CTRL+S; **p<0.05 (efeito da restrição de sono). 
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Figura 28. Níveis de sódio sérico e urinário (mmol/24h, A e B) e potássio sérico e urinário (mmol/24h, 
C e D), concentração de aldosterona (pg/dL, E) e β2-microglobulina plasmática (ng/mL, F) nos grupos 
CTRL+V (controle tratado com veículo), CTRL+S (controle tratado com sildenafil), IRC+V 
(insuficiência renal crônica tratado com veículo) e IRC+S (insuficiência renal crônica tratado com 
sildenafil) submetidos à condição de gaiola-moradia ou restrição de sono. *p<0.05 comparado com o 
respectivo grupo CTRL+V; §p<0.05 comparado com o respectivo grupo CTRL+S; *p<0,05 (efeito da 
doença – Figura 28F); **p<0.05 (efeito da restrição de sono). 
Com relação à histologia renal (Figura 29 e 30D), observou-se, de 
maneira qualitativa, maior comprometimento do tecido renal nos grupos IRC+V+GM 
e IRC+V+RS, marcado por perda da estrutura glomerular, presença de grande 
infiltrado pró-inflamatório, hipertrofia tubular, deposição de placas hialinas tubulares, 
presença de regiões com infarto do tecido renal e proliferação de tecido conjuntivo. 
Já no grupo IRC+S+GM, essas alterações foram evitadas, e o tecido renal se 
mostrou bastante preservado em sua maioria. Entretanto, frente à restrição de sono, 
algumas alterações foram observadas no grupo IRC+S+RS, tais como: hipertrofia 
tubular, presença de leve infiltrado pró-inflamatório e deposição de placas hialinas. 
A B 
D C 
E F 
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Tabela 3. Concentrações séricas de ácido úrico (mg/dL) e expressão gênica da superóxido dismutase 
(SOD) no coração e catalase (CAT) no corpo cavernoso. 
 
Grupos Concentração sérica de ácido úrico (mg/dL) 
Expressão gênica de 
SOD (coração) 
Expressão gênica de 
CAT (cavernoso) 
CTRL+V+GM 1,4 ± 0,31 1,01 ± 0,32 1,06 ± 0,33 
CTRL+V+RS 1,5 ± 0,38 0,92 ± 0,31 1,45 ± 0,46 
CTRL+S+GM 1,18 ± 0,34 1,05 ± 0,35 1,11 ± 0,35 
CTRL+S+RS 1,12 ± 0,34 0,92 ± 0,28 1,24 ± 0,39 
CKD+V+GM 1,24 ± 0,28 0,84  ± 0,26 0,99 ± 0,38 
CKD+V+RS 1,26 ± 0,31 1,06 ± 0,33 0,87 ± 0,27 
CKD+S+GM 1,42 ± 0,29 0,79 ± 0,26 0,94 ± 0,31 
CKD+S+RS 1,16 ± 0,25 0,89 ± 0,28 0,81 ± 0,26 
CTRL+V+GM: controle tratado com veículo na condição gaiola-moradia; CTRL+V+RS: controle 
tratado com veículo na condição restrição de sono; CTRL+S+GM: controle tratado com sildenafil na 
condição gaiola-moradia; CTRL+S+RS: controle tratado com sildenafil na condição restrição de sono; 
IRC+V+GM: com insuficiência renal crônica tratado com veículo e sob condição gaiola-moradia; 
IRC+V+RS: insuficiência renal crônica tratado com veículo e sob condição restrição de sono; 
IRC+S+GM: insuficiência renal crônica tratado com sildenafil e sob condição gaiola-moradia; 
IRC+S+RS: insuficiência renal crônica tratado com veículo e sob condição restrição de sono; SOD: 
superóxido dismutase; CAT: catalase; 
Teste de General Linear Models (GLM); 
 
A análise histológica renal quantitativa mostrou para a área glomerular 
externa (Figura 30A) efeito Doença (F1,64=53,3; p<0,001), Tratamento (F1,64=25,7; 
p<0,001) e interação Doença*Tratamento (F1,64=23,7; p<0,001), revelando aumento 
nos grupos IRC+V em comparação com os grupos CTRL+V e IRC+S, independente 
da restrição de sono (p<0,05). Em adição, a análise da área glomerular interna 
(Figura 30B) identificou efeito Doença (F1,64=21,8; p<0,001), Tratamento (F1,64=8,9; 
p<0,01) e interação Doença*Tratamento (F1,64=23,7; p<0,001) e 
Doença*Tratamento*Sono (F1,64=8,0; p<0,05). O teste post-hoc demonstrou, pois, 
aumento significativo nos grupos IRC+V+GM e IRC+S+GM quando comparados aos 
grupos CTRL+V+GM e CTRL+S+GM, respectivamente (p<0,05). 
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Figura 29. Fotomicrografias de microscopia óptica representativas dos grupos CTRL+V+RS (controle 
tratado com veículo na condição restrição de sono), CTRL+S+GM (controle tratado com sildenafil na 
condição gaiola-moradia), CTRL+S+RS (controle tratado com sildenafil na condição restrição de 
sono), IRC+V+GM (insuficiência renal crônica tratado com veículo e sob condição gaiola-moradia), 
IRC+V+RS (insuficiência renal crônica tratado com veículo e sob condição restrição de sono), 
IRC+S+GM (insuficiência renal crônica tratado com sildenafil e sob condição gaiola-moradia) e 
IRC+S+RS (insuficiência renal crônica tratado com veículo e sob condição restrição de sono). 
Visualização de lâminas de córtex (A) e medula renal (B) coradas com hematoxilina e eosina 
(aumento de 10X).  
No entanto, esse aumento foi maior no grupo IRC+V+GM do que no 
grupo IRC+S+GM (p<0,05). Ainda, a restrição de sono levou à redução da área 
glomerular interna no grupo IRC+V+RS comparado ao grupo IRC+V+GM (p<0,05). 
De maneira similar, o espaço de Bowman (diferença entre a área externa e interna, 
Figura 30C) apresentou efeito Doença (F1,64=29,3; p<0,001), Tratamento (F1,64=17,0; 
p<0,001) e interação doença*tratamento (F1,64=26,1; p<0,001). A comparação entre 
grupos revelou aumento no grupo IRC+V em relação aos grupos CTRL+V e IRC+S, 
independentemente da restrição de sono (p<0,05).  
CTRL+V+GM 
 
CTRL+S+GM IRC+V+GM IRC+S+GM 
CTRL+V+RS CTRL+S+RS IRC+V+RS IRC+S+RS 
 
CTRL+V+GM CTRL+S+GM IRC+V+GM IRC+S+GM 
CTRL+V+RS CTRL+S+RS IRC+V+RS IRC+S+RS 
A 
B 
79 
 
 
CTRL+V+GM CTRL+S+GM IRC+V+GM IRC+S+GM
CTRL+V+RS CTRL+S+RS IRC+V+RS IRC+S+RS
A B
DC
Figura 30. Histologia renal avaliada por meio da área glomerular externa (µm2, A), área glomerular 
interna (µm2, B) e diferença entre a área glomerular externa e interna (Espaço de Bowman, µm2, C). 
Fotomicrografias de microscopia óptica representativa do córtex renal (D) coradas com hematoxilina e 
eosina (aumento de 40X). Grupos CTRL+V (controle tratado com veículo), CTRL+S (controle tratado 
com sildenafil), IRC+V (insuficiência renal crônica tratado com veículo) e IRC+S (insuficiência renal 
crônica tratado com sildenafil). GM: gaiola-moradia; RS: restrito de sono. *p<0.05 com respectivo 
grupo CTRL+V; #p<0.05 comparado com respectivo grupo IRC+S; §p<0.05 comparado com 
respectivo grupo CTRL+S; **p<0,05 (efeito da restrição de sono).  
Os dados de expressão gênica do tecido renal estão representados na 
Figura 31. A Figura 31A ilustra a expressão gênica da NOX2 no rim dos diferentes 
grupos. A análise por GLM mostrou apenas efeito Doença (F1,70=53,1; p<0,0001), 
evidenciado pelo aumento da sua expressão no rim dos grupos IRC comparado aos 
grupos CTRL, independente do tipo de tratamento e da restrição de sono. A 
expressão gênica de NOX4 (Figura 31B), por sua vez, revelou efeito Doença 
(F1,70=128,6; p<0,0001), Tratamento (F1,70=5,7; p<0,05), Sono (F1,70=4,2; p<0,05) e 
interação Doença*Tratamento (F1,70=16,4; p<0,0001) e Doença*Tratamento*Sono 
(F1,70=6,0; p<0,05). O teste post-hoc mostrou redução na expressão gênica de NOX4 
no rim proveniente dos grupos IRC+V e IRC+S quando comparados aos respectivos 
grupos CTRL+V e CTRL+S, independente da restrição de sono (p<0,05). Além 
disso, houve aumento significativo da expressão de NOX4 no grupo CTRL+V+RS 
em comparação aos grupos CTRL+S+RS e CTRL+V+RS (p<0,05). Com relação à 
expressão gênica de iNOS no tecido renal (Figura 31C), observou-se apenas efeito 
Doença (F1,70=10,9; p<0,01), representado pelo aumento da sua expressão gênica 
nos grupos IRC em relação aos CTRL (p<0,05), independente do tratamento e da 
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restrição de sono. Já a expressão gênica da eNOS (Figura 31D) mostrou efeito 
Doença (F1,70=5,3; p<0,05), Sono (F1,70=4,5; p<0,05) e interação 
Doença*Tratamento*Sono (F1,70=4,0; p<0,05). A comparação múltipla entre grupos 
mostrou que o tratamento com sildenafil levou a um aumento significativo da 
expressão renal de eNOS no grupo IRC+S+GM quando comparado ao grupo 
IRC+V+GM (p<0,05). Somado a isso, uma redução na expressão gênica de eNOS 
foi encontrada no grupo IRC+S+RS em comparação aos grupo IRC+S+GM e 
CTRL+S+RS (p<0,05) assim como no grupo IRC+V+RS em comparação ao grupo 
CTRL+V+RS (p<0,05).  
A Figura 31E ilustra a expressão gênica SOD no rim. A análise dos 
dados revelou efeito Doença (F1,70=62,5; p<0,0001), Tratamento (F1,70=10,4; p<0,01) 
e interação Doença*Tratamento*Sono (F1,70=6,0; p<0,05), demonstrando aumento 
da expressão de SOD renal no grupo CTRL+S+GM comparado ao grupo 
CTRL+V+GM (p<0,05). Somando a isso, observou-se também aumento da 
expressão de SOD no grupo CTRL+V+RS em relação ao grupo CTRL+V+GM. 
Ainda, houve redução significativa da expressão de SOD nos grupos IRC+V e 
IRC+S em comparação aos respectivos grupos CTRL+V e CTRL+S (p<0,05), 
independente da restrição de sono. A expressão gênica de CAT no rim dos 
diferentes grupos experimentais está representada na Figura 31F. Os dados 
demonstram efeito Doença (F1,70=397,8; p<0,0001) e interação 
Doença*Tratamento*Sono (F1,70=7,1; p<0,01). A análise post-hoc subsequente 
revelou aumento da expressão gênica de CAT no grupo CTRL+S+GM comparado 
ao grupo CTRL+V+GM (p<0,05). Ainda, a restrição de sono teve efeitos distintos nos 
grupos controles, pois se observou aumento de CAT renal no grupo CTRL+V+RS 
quando comparado ao CTRL+V+GM (p<0,05), porém redução no grupo 
CTRL+S+RS em comparação ao grupo CTRL+S+GM (p<0,05). Além disso, uma 
redução da sua expressão foi observada nos grupos IRC+V e IRC+S em relação aos 
grupos CTRL+V+ e CTRL+S, respectivamente, independente da restrição de sono 
(p<0,05). Em relação à expressão gênica da ECA2 (Figura 31G), a análise 
estatística mostrou efeito Doença (F1,70=99,5; p<0,0001) e interação 
Doença*Tratamento*Sono (F1,70=8,3; p<0,05), com aumento significativo de sua 
expressão no grupo CTRL+S+RS em comparação ao grupo CTRL+S+GM (p<0,05). 
Somado a isso, uma redução significativa da expressão de ECA2 foi encontrada nos 
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tecidos renais dos grupos IRC+V e IRC+S comparados aos respectivos grupos 
CTRL+V e CTRL+S, independente da restrição de sono (p<0,05). 
Figura 31. Expressão gênica das subunidades catalíticas transmembrana gp91phox (NOX2, A) e 
NOX4 (B) da enzima nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH)-oxidase, isoformas 
induzível (iNOS, C) e endotelial (eNOS, D) da óxido nítrico sintase, superóxido dismutase (SOD, E), 
catalase (CAT, F) e enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2, G) e dimetilarginina dimetilamino-
hidrolase 1 (DDAH1, H) avaliada por reação de polimerase em cadeia em tempo real (RT-PCR) no 
tecido renal dos grupos experimentais. Grupos CTRL+V (controle tratado com veículo), CTRL+S 
(controle tratado com sildenafil), IRC+V (insuficiência renal crônica tratado com veículo) e IRC+S 
(insuficiência renal crônica tratado com sildenafil). GM: gaiola-moradia; RS: restrito de sono. *p<0.05 
com respectivo grupo CTRL+V; §p<0.05 comparado com respectivo grupo CTRL+S; +p<0,05 
comparado com respectivo grupo IRC+V; *p<0,05 (efeito da doença – Figura 31C); **p<0,05 (efeito 
da restrição de sono).  
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A fim de melhor elucidar possíveis vias envolvidas com as alterações 
observadas na eNOS, incluímos a análise da expressão gênica da DDAH1 renal. 
Esta enzima degrada a dimetilarginina assimétrica (ADMA), a qual atua como 
inibidora endógena da eNOS, podendo modular indiretamente a disponibilidade de 
NO no organismo. Assim, a Figura 31H ilustra a expressão gênica de DDAH1 no 
tecido renal dos diferentes grupos experimentais e revela efeito Doença (F1,81=180,1; 
p<0,0001), Tratamento (F1,81=4,5; p<0,05) e interação Doença*Tratamento*Sono 
(F1,81=9,0; p<0,05). O teste post-hoc mostrou, pois, uma redução significativa da 
expressão renal de DDAH1 no grupo CTRL+S+GM em relação ao CTRL+V+GM 
(p<0,05). Observou-se também redução da sua expressão gênica renal nos grupos 
IRC+V e IRC+S em comparação aos respectivos grupos CTRL+V e CTRL+S, 
independentemente da restrição de sono (p<0,05). 
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5.2.3 Sistema cardiovascular 
Dados referentes ao sistema cardiovascular estão representados nas 
Figuras 32 e 33. A análise da PAS ao longo das oito semanas (Figura 32A) mostrou 
efeito doença (F1,73=522,9; p<0,0001), Sono (F1,73=8,2; p<0,01), tempo (F7,67=61,4; 
p<0,0001) e interação Tempo*Doença*Tratamento (F7,67=31,4; p<0,01), revelando 
diferenças significativas da PAS no grupo IRC+S em comparação aos grupos 
CRL+S e IRC+S nas segunda, sexta, sétima e oitava semanas, independente da 
restrição de sono (p<0,05). Além disso, o grupo IRC+V apresentou aumento na PAS 
comparado ao grupo CTRL+V da segunda a oitava semana (p<0,05). Com relação à 
variação da PAS (ΔPAS, Figura 32B), observou-se efeito Doença (F1,73=182,2; 
p<0,0001), Tratamento (F1,73=74,9; p<0,0001), Sono (F1,73=15,3; p<0,0001) e 
interação Doença*Tratamento*Sono (F1,73=1,47; p<0,05). O teste post-hoc 
demonstrou aumento do ΔPAS nos animais IRC+V comparados aos dos grupos 
CTRL+V e IRC+S (p<0,05). Ainda, maior ΔPAS foi observada no grupo IRC+S+RS 
em comparação aos grupos CTRL+S+RS e IRC+S+GM (p<0,05). A análise da FC 
ao longo do tempo (Figura 32C) também demonstrou efeito Doença (F1,73=51,1; 
p<0,0001), Sono (F1,73=11,3; p<0,001), Tempo (F1,67=11,3; p<0,0001) e interação 
Tempo*Doença*Tratamento (F7,67=31,4; p<0,01), revelando aumento significativo da 
FC nos animais IRC+V comparados aos animais CTRL+V da segunda à oitava 
semana (p<0,05) bem como no grupo IRC+S comparado ao IRC+V na sexta e 
sétima semanas (p<0,05). Somado a isso, uma redução da FC foi observada no 
grupo IRC+S comparado ao grupo IRC+V na segunda e terceira semanas (p<0,05). 
De maneira semelhante a análise da variação da FC (ΔFC, Figura 32D) mostrou 
efeito Doença (F1,73=40,4; p<0,0001), Sono (F1,73=23,2; p<0,0001) e interação 
Doença*Tratamento*Sono (F1,73=3,2; p<0,05), uma vez que houve aumento do ΔFC 
nos grupos IRC+V+GM, IRC+V+RS e IRC+S+RS quando comparados aos 
respectivos grupos CTRL+V+GM, CTRL+V+RS e CTRL+S+RS (p<0,05). Além 
disso, o grupo IRC+S+GM apresentou menor ΔFC comparado ao grupo IRC+V+GM 
(p<0,05), enquanto o rupo IRC+S+RS apresentou maior ΔFC comparado ao grupo 
IRC+V+RS (p<0,05). Ainda, o grupo CTRL+S+RS teve maior ΔFC em comparação 
ao grupo CTRL+S+GM (p<0,05), assim como o grupo IRC+S+RS se comparado ao 
grupo IRC+S+GM (p<0,05).  
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Figura 32. Monitoramento da pressão arterial sistólica (PAS, mmHg, A), diferença entre a PAS final e 
inicial (ΔPAS, mmHg, B), acompanhamento da frequência cardíaca (FC, bpm, C) e diferença entre a 
FC final e inicial (ΔFC, bpm, D). Grupos CTRL+V (controle tratado com veículo), CTRL+S (controle 
tratado com sildenafil), IRC+V (insuficiência renal crônica tratado com veículo) e IRC+S (insuficiência 
renal crônica tratado com sildenafil). GM: gaiola-moradia; RS: restrito de sono. *p<0.05 com 
respectivo grupo CTRL+V; #p<0.05 comparado com respectivo grupo IRC+S; §p<0.05 comparado 
com respectivo grupo CTRL+S; +p<0,05 comparado com respectivo grupo IRC+V; **p<0,05 (efeito da 
restrição de sono).  
A Figura 33A ilustra a expressão gênica da NOX2 no tecido cardíaco 
dos diferentes grupos experimentais. A análise por GLM mostrou efeito Doença 
(F1,69=10,8; p<0,01), Tratamento (F1,69=7,1; p<0,01) e interação Doença*Tratamento 
(F1,69=6,7; p<0,05), revelando um aumento da expressão cardíaca de NOX2 no 
grupo IRC+S em comparação aos grupos CTRL+S e IRC+V, independente da 
restrição de sono (p<0,05). Em relação à expressão gênica de NOX4 no tecido 
cardíaco (Figura 33B), observou-se efeito Tratamento (F1,70=5,6; p<0,05), Sono 
(F1,70=20,2; p<0,0001) e interação Doença*Tratamento*Sono (F1,70=2,7; p<0,05). A 
comparação entre grupos identificou um aumento significativo da expressão de 
NOX4 no coração do grupo IRC+S+GM em relação ao grupo IRC+V+GM. Além 
disso, a restrição de sono levou à redução da expressão de NOX4 nos grupos 
CTRL+S+RS e IRC+S+RS quando comparados aos respectivos grupos 
CTRL+S+GM e IRC+S+GM (p<0,05). 
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A análise estatística de iNOS (Figura 33C) demonstrou apenas efeito 
interação Doença*Tratamento*Sono (F1,67=5,4; p<0,05), representado pelo aumento 
de iNOS no grupo IRC+S+GM em relação aos grupos CTRL+S+GM e IRC+V+GM 
(p<0,05). Entretanto, frente à restrição de sono a expressão gênica de iNOS foi 
reduzida no tecido cardíaco do grupo IRC+S+RS comparado ao grupo IRC+S+GM 
(p<0,05). A expressão gênica de eNOS (Figura 33D), por sua vez, mostrou efeito 
Tratamento (F1,70=5,0; p<0,05) e interação Doença*Tratamento*Sono (F1,70=3,9; 
p<0,05), revelando aumento significativo da eNOS cardíaca no grupo IRC+S+GM 
em comparação ao grupo IRC+V+GM (p<0,05). Diante da restrição de sono, no 
entanto, houve redução da expressão gênica de eNOS cardíaca no grupo 
IRC+S+RS quando comparado ao grupo IRC+S+GM (p<0,05). A Figura 33E ilustra a 
expressão de CAT no coração dos diferentes grupos experimentais. Sua análise 
apontou efeito Doença (F1,70=13,0; p<0,001) e interação Doença*Tratamento 
(F1,70=3,2; p<0,05), mostrando aumento significativo da sua expressão no grupo 
IRC+S quando comparado ao grupo CTRL+S, independente da restrição de sono 
(p<0,05). Nenhuma alteração estatística foi observada na expressão gênica de SOD 
do tecido cardíaco (Tabela 3). Com relação à expressão gênica da ECA2 no coração 
(Figura 33F), os resultados mostram que houve efeito Sono (F1,70=3,8; p<0,05) e 
interação Doença*Tratamento*Sono (F1,70=9,4; p<0,01), com aumento da expressão 
gênica de ECA2 no grupo IRC+S+GM em comparação ao grupo IRC+V+GM 
(p<0,05). Além disso, a restrição de sono reduziu a expressão de ECA2 no coração 
dos animais CTRL+V+RS e IRC+S+RS quando comparados aos grupos 
CTRL+V+GM e IRC+S+GM (p<0,05). Ainda, dentre os grupos restritos de sono, 
observou-se um aumento significativo na expressão de ECA2 no CTRL+S+RS em 
comparação aos grupos CTRL+V+RS e IRC+S+RS (p<0,05). 
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Figura 33. Expressão gênica das subunidades catalíticas transmembrana gp91phox (NOX2, A) e 
NOX4 (B) da enzima nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH)-oxidase, isoformas 
induzível (iNOS, C) e endotelial (eNOS, D) da óxido nítrico sintase, catalase (CAT, E) e enzima 
conversora de angiotensina 2 (ECA2, F) avaliada por reação de polimerase em cadeia em tempo real 
(RT-PCR) no tecido cardíaco dos grupos experimentais. Grupos CTRL+V (controle tratado com 
veículo), CTRL+S (controle tratado com sildenafil), IRC+V (insuficiência renal crônica tratado com 
veículo) e IRC+S (insuficiência renal crônica tratado com sildenafil). GM: gaiola-moradia; RS: restrito 
de sono. *p<0.05 com respectivo grupo CTRL+V; §p<0.05 comparado com respectivo grupo CTRL+S; 
+p<0,05 comparado com respectivo grupo IRC+V; **p<0,05 (efeito da restrição de sono).  
 
 
 
87 
 
 
5.2.4 Sistema reprodutor 
Com relação aos dados do treino de comportamento sexual, nenhuma 
diferença foi encontrada entre os animais selecionados para cada grupo 
experimental (Wilks=0,47; F35,1202=0,68; p>0,05) (Tabela 4).  
Tabela 4. Dados de média ± erro padrão relativos à latência de monta, número de montas (1ª série 
ejaculatória), latência de intromissão, número de intromissões (1ª série ejaculatória) e tempo de 
ejaculação nas duas últimas sessões de treino de comportamento sexual. 
CTRL+V+GM: controle tratado com veículo na condição gaiola-moradia; CTRL+V+RS: controle 
tratado com veículo na condição restrição de sono; CTRL+S+GM: controle tratado com sildenafil na 
condição gaiola-moradia; CTRL+S+RS: controle tratado com sildenafil na condição restrição de sono; 
IRC+V+GM: com insuficiência renal crônica tratado com veículo e sob condição gaiola-moradia; 
IRC+V+RS: insuficiência renal crônica tratado com veículo e sob condição restrição de sono; 
IRC+S+GM: insuficiência renal crônica tratado com sildenafil e sob condição gaiola-moradia; 
IRC+S+RS: insuficiência renal crônica tratado com veículo e sob condição restrição de sono; 
Teste de General Linear Models (GLM); 
Os resultados do teste de avaliação do comportamento sexual estão 
ilustrados na Figura 34 e Tabela 5. A análise da latência de monta (Figura 34A) 
demonstra efeito Doença (F1,108=22,3; p<0,0001), Tratamento (F1,108=11,4; p<0,001) 
e interação Doença*Tratamento (F1,108=10,1; p<0,01), revelando o aumento na 
latência de monta somente no grupo IRC+V comparado aos grupos CTRL+V e 
IRC+S, independentemente da restrição de sono (p<0,05). A latência de intromissão 
(Figura 34B) apresentou, por sua vez, efeito Doença (F1,108=38,7; p<0,0001), 
Tratamento (F1,108=16,5; p<0,0001), Sono (F1,108=7,4; p<0,01) e interação 
Doença*Tratamento*Sono (F1,108=11,5; p<0,001). O teste post-hoc mostrou um 
Grupo  Latência de 
monta 
Número de 
montas 
Latência de 
intromissão 
Número de 
intromissões 
Tempo de 
ejaculação 
CTRL+V+GM 77,6 ± 46,8 11,8 ± 1,5 203,2 ± 114,5 6,8 ± 3,9 791 ± 103 
CTRL+V+RS 80,4 ± 15,3 14,6 ± 1,6 218,2 ± 132,1 7,6 ± 2,9 892,5 ± 95 
CTRL+S+GM 82,2 ± 37,2 12,6 ± 8,0 119,0 ± 58,3 5,6 ± 2,4 790,5 ± 102 
CTRL+S+RS 71,2 ± 13,9 9,6 ± 3,0 104,4 ± 35,0 4,8 ± 1,0 895 ± 56 
IRC+V+GM 74,4 ± 29,6 8,4 ± 3,1 103,8 ± 34,1 6,2 ± 2,4 768,5 ± 127 
IRC+V+RS 84,2 ± 6,3 9,0 ± 2,6 55,8 ± 6,7 7,6 ± 1,5 790,5 ± 104 
IRC+S+GM 74,4 ± 45,8 8,4 ± 1,1 217,2 ± 115,1 8,4 ± 2,3 671,5 ± 139 
IRC+S+RS 88,8 ± 13,4 10,4 ± 2,3 146,4 ± 74,4 9,0 ± 2,2 681,5 ± 127 
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aumento significativo da latência de intromissão em ambos os grupos IRC+V+GM e 
IRC+V+RS comparados aos respectivos grupos CTRL+V+GM (p<0,05) e 
CTRL+V+RS (p<0,05). Somado a isso, observou-se uma redução da latência de 
intromissão no grupo CTRL+S+RS em comparação com o grupo CTRL+S+GM 
(p<0,05). Em relação à latência de ejaculação (Figura 34C), os dados revelaram 
efeito Tratamento (F1,108=7,4; p<0,01) e interação Doença*Tratamento (F1,108=15,0; 
p<0,0001), representado pela redução da latência de ejaculação do grupo IRC+S 
quando comparado aos grupos CTRL+S (p<0,05) e IRC+V (p<0,05). A análise do 
número total de montas (Figura 34D) demonstrou apenas efeito Sono (F1,108=3,9; 
p<0,05), enquanto que o número total de intromissões (Figura 34E) apresentou 
efeito Doença (F1,108=10,4; p<0,001), Tratamento (F1,108=8,5; p<0,001), Sono 
(F1,108=11,8; p<0,01) e interação Doença*Tratamento*Sono (F1,108=19,3; p<0,0001), 
ilustrando uma redução no número total de intromissões no grupo IRC+V em 
comparação aos grupos CTRL+V e IRC+S, independente da restrição de sono 
(p<0,05).  
O número total de ejaculação (Figura 34F) mostrou apenas efeito 
Tratamento (F1,108=4,0; p<0,0001) e interação Doença*Tratamento*Sono (F1,108=6,0; 
p<0,05), ressaltando o aumento no número total de ejaculação do grupo IRC+S+GM 
comparado aos grupos CTRL+S+GM e IRC+V+GM. Além disso, o grupo IRC+S+RS 
apresentou maior número total de ejaculação em relação ao grupo IRC+V+RS 
(p<0,05), assim como o grupo CTRL+S+RS comparado ao grupo CTRL+S+GM 
(p<0,05). De maneira semelhante, a análise da taxa copulatória (Figura 34G) 
demonstrou efeito Doença (F1,108=11,8; p<0,001), Tratamento (F1,108=8,0; p<0,01), 
Sono (F1,108=7,0; p<0,01) e interação Doença*Tratamento (F1,108=30,5; p<0,0001), 
revelando a redução da taxa copulatória no grupo IRC+V comparado aos grupos 
CTRL+V (p<0,05) e IRC+S (p<0,05). Com relação ao IAS (Figura 34H), os 
resultados mostram efeito Doença (F1,108=136,2; p<0,0001), Tratamento (F1,108=6,2; 
p<0,05) e interação Doença*Tratamento*Sono (F1,108=6,9; p<0,01). O teste post-hoc 
apontou uma redução significativa do IAS no grupo IRC+V comparado aos grupos 
CTRL+V (p<0,05) e IRC+S (p<0,05). Além disso, o grupo CTRL+S+RS apresentou 
um aumento do IAS quando comparado ao grupo CTRL+S+GM (p<0,05). 
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Figura 34. Desempenho sexual avaliado pelos parâmetros de latência de monta (s, A), intromissão 
(s, B) e ejaculação (s, C), número total de montas (D), intromissão (E) e ejaculação (F), taxa 
copulatória (G) e índice de atividade sexual (IAS, H) nos grupos CTRL+V (controle tratado com 
veículo), CTRL+S (controle tratado com sildenafil), IRC+V (insuficiência renal crônica tratado com 
veículo) e IRC+S (insuficiência renal crônica tratado com sildenafil). GM: gaiola-moradia; RS: restrito 
de sono. *p<0.05 com respectivo grupo CTRL+V; #p<0,05 comparado com respectivo grupo IRC+S; 
§p<0.05 comparado com respectivo grupo CTRL+S; +p<0,05 comparado com respectivo grupo 
IRC+V; **p<0,05 (efeito da restrição de sono).  
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Em adição, a frequência de animais que apresentaram comportamento 
de monta diferiu entre os grupos (χ2=25,3; gl=7; p<0,0001; Tabela 5). As diferenças 
obtidas pelo resíduo ajustado identificaram a seguinte ordem decrescente: 
IRC+S+RS (1,6) > CTRL+V+GM (1,2) = CTRL+V+RS (1,2) = CTRL+S+RS (1,2) > 
IRC+S+GM (0,9) > CTRL+SGM (0,2) > IRC+V+GM (-2,1) > IRC+S+RS (-4,1). De 
forma similar, a frequência de animais apresentando o comportamento de 
intromissão diferiu entre os grupos (χ2=40,4; gl=7; p<0,0001; Tabela 5). Em ordem 
decrescente, temos os grupos: CTRL+V+RS (2,1) = IRC+S+RS (2,1) > CTRL+S+RS 
(2,0) >CTRL+V+GM (1,4) > IRC+S+GM (0,6) > CTRL+S+GM (0) > IRC+V+RS (-3,4) 
> IRC+V+GM (-4,4). A frequência de ejaculação também apresentou diferenças 
entre os grupos (χ2=16,7; gl=7; p<0,05; Tabela 5), obedecendo a seguinte ordem 
decrescente: IRC+S+RS (1,9) > IRC+S+GM (1,6) > CTRL++S+RS (1,0) > 
CTRL+V+RS (0,7) > CTRL+V+GM (0) > IRC+V+RS (-1,1) > CTRL+V+GM (-2,1) > 
IRC+V+GM (-2,5). 
Tabela 5. Porcentagem de animais que apresentaram comportamento de monta, intromissão ou 
ejaculação (%), número de montas e intromissões (primeira série ejaculatória), intervalo 
intercopulatório (IIC, s) e intervalo interintromissão (III, s) no teste de comportamento sexual após 8 
semanas do protocolo experimental. 
  
Frequência 
monta (%) 
Frequência 
intromissão (%) 
Frequência 
ejaculação (%) 
Número de 
montas 
Número de 
intromissões IIC (s) III (s) 
CTRL+V+GM 100 91 27 13 ± 3 10 ± 3 134 ± 48 345 ± 157 
CTRL+V+RS 100 100 33 22 ± 5 16 ± 2 49 ± 8 100 ± 13 
CTRL+S+GM 91 75 0 11 ± 3 4 ± 1   252 ± 156 754 ± 223 
CTRL+S+RS 100 100 36 19 ± 3 17 ± 4 46 ± 7 210 ± 81 
IRC+V+GM 75 31 0 8 ± 3     0.4 ± 0.2*#     733 ± 193*#    1562 ± 162*# 
IRC+V+RS 60 40 33 13 ± 4     3 ± 1*#     785 ± 232*#    1206 ± 197*# 
IRC+S+GM 95 81 47 15 ± 3 13 ± 3  260 ± 122      446 ± 148 
IRC+S+RS 100 95 44 11 ± 2 11 ± 2 42 ± 5 89 ± 14 
CTRL+V+GM: controle tratado com veículo na condição gaiola-moradia; CTRL+V+RS: controle 
tratado com veículo na condição restrição de sono; CTRL+S+GM: controle tratado com sildenafil na 
condição gaiola-moradia; CTRL+S+RS: controle tratado com sildenafil na condição restrição de sono; 
IRC+V+GM: com insuficiência renal crônica tratado com veículo e sob condição gaiola-moradia; 
IRC+V+RS: insuficiência renal crônica tratado com veículo e sob condição restrição de sono; 
IRC+S+GM: insuficiência renal crônica tratado com sildenafil e sob condição gaiola-moradia; 
IRC+S+RS: insuficiência renal crônica tratado com veículo e sob condição restrição de sono; 
Teste de qui-quadrado e General Linear Models (GLM); 
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Nenhuma alteração foi observada no número de montas da primeira 
série ejaculatória. No entanto, o número de intromissões da primeira série 
ejaculatória mostrou efeito Doença (F1,108=10,8; p<0,001), Tratamento (F1,108=7,1; 
p<0,01), Sono (F1,108=18,2; p<0,0001) e interação Doença*Tratamento (F1,108=18,2; 
p<0,0001), revelando um aumento significativo no grupo IRC+V comparado aos 
grupos CTRL+V e IRC+S, independentemente da restrição de sono (p<0,05). Ainda, 
o ICI e o III também apresentaram efeito Doença (F1,108<11,6; p<0,001), Tratamento 
(F1,108<7,8; p<0,01) e interação Doença*Tratamento (F1,108<11,4; p<0,001), 
mostrando o aumento de ambos ICI e III no grupo IRC+V em comparação aos 
grupos CTRL+V e IRC+S, independente da restrição de sono (p<0,05).  
A Tabela 6 ilustra os modelos de regressão logística mais favoráveis no 
teste de Hosmer-Lemeshow goodness-of-fit para frequência de monta (χ2=9,1; gl=6; 
p>0,05), intromissão (χ2=19,9; gl=6; p>0,05) e ejaculação (χ2=0,002; gl=6; p>0,05) e 
a razão de chances ou odds ratio (OR) de cada preditor independente dos 
comportamentos de monta (-2LL=61,8; p<0,001, χ2=15,8; Nagelkerke=0,13; 
Cox&Snell=0,26), intromissão (-2LL=102,0; p<0,0001, χ2=29,6; Nagelkerke=0,22; 
Cox&Snell=0,33) e ejaculação (-2LL=124,6; p<0,0001, χ2=7,0; Nagelkerke=0,06; 
Cox&Snell=0,09). Para ambos os comportamentos de monta e intromissão, o fator 
Doença (referência para a IRC) e Tratamento (referência para o sildenafil) foram 
considerados preditores independentes, de maneira que a IRC foi associada a 91% 
e 88% menos chances de exibição dos comportamentos de monta e intromissão, 
respectivamente, no teste de comportamento sexual. O tratamento com sildenafil, 
por sua vez, foi associado a um aumento de 8,4 vezes na frequência de monta, 6,4 
vezes na frequência de intromissão e 2,5 vezes na frequência de ejaculação. A 
restrição de sono apresentou uma tendência em aumentar a frequência de 
intromissão, no entanto, os dados não foram estatisticamente significantes 
(p=0,056). 
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Tabela 6. Os modelos de regressão logística binária ilustram a razão de chances ou odds ratio (OR) 
dos fatores Doença (referência para insuficiência renal crônica, IRC), Tratamento (referência para 
sildenafil) e Sono (referência para restrição de sono, RS) em relação à frequência de monta, 
intromissão e ejaculação no teste de comportamento sexual. 
Variável dependente Fatores B p OR 95% IC 
Monta 
Doença (IRC) -2,38 <0,05 0,09 0,01-0,77 
Tratamento (Sildenafil) 2,12 <0,01 8,36 1,69-41,38 
Sono (RS) -0,09 >0,05 0,92 0,25-3,34 
Constante 3,30 <0,01 26,99 - 
  
          
Intromissão 
Doença (IRC) -2,16 <0,01 0,12 0,03-0,40 
Tratamento (Sildenafil) 1,86 <0,0001 6,40 2,28-17,98 
Sono (RS) 0,98 0,056 2,66 0,98-7,25 
Constante 1,40 <0,05 4,05 - 
  
          
Ejaculação 
Doença (IRC) 0,05 >0,05 1,06 0,43-2,57 
Tratamento (Sildenafil) 0,90 <0,05 2,45 1,01-6,07 
Sono (RS) 0,78 >0,05 2,18 0,91-5,24 
Constante -2,07 <0,0001 0,13 - 
IRC: insuficiência renal crônica; RS: restrição de sono; B: coeficiente de regressão; p: significância 
estatística; OR: odds ratio; IC: intervalo de confiança; 
Regressão logística binária; 
 
Para um melhor entendimento dos dados obtidos no comportamento 
sexual, realizamos as análises dos parâmetros hormonais, representados na Figura 
35. Os resultados de LH (Figura 35A) mostraram efeito interação 
Doença*Tratamento*Sono (F1,41=23,3; p<0,0001), indicando redução significativa no 
grupo CTRL+S+GM em comparação ao grupo CTRL+VGM (p<0,05), bem como no 
grupo IRC+V+GM em comparação aos grupos CTRL+V+GM (p<0,05) e IRC+S+GM 
(p<0,05). Os níveis de FSH (Figura 35B) apresentaram efeito Sono (F1,41=4,8; 
p<0,05) e interação Doença*Tratamento*Sono (F1,41=10,5; p<0,01), ilustrando um 
aumento significativo no grupo CTRL+S+RS em comparação aos grupos 
CTRL+S+GM (p<0,05) e CTRL+V+RS (p<0,05). Em relação às concentrações 
séricas de testosterona (Figura 35C), foi encontrado efeito Doença (F1,108=12,9; 
p<0,0001), Tratamento (F1,108=4,1; p<0,05), Sono (F1,108=34,1; p<0,0001) e interação 
Doença*Tratamento (F1,108=1,6; p<0,05). A comparação múltipla entre grupos 
revelou uma redução nos níveis de testosterona no grupo IRC+V+GM em 
comparação aos grupos CTRL+V+GM (p<0,05) e IRC+S+GM (p<0,05), assim como 
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nos grupos CTRL+V+RS, IRC+V+RS e IRC+S+RS em relação aos grupos 
CTRL+V+GM, IRC+V+GM e IRC+S+GM, respectivamente (p<0,05).  
Os dados de progesterona (Figura 35D) demonstraram apenas efeito 
Sono (F1,108=5,9; p<0,05) e interação Doença*Tratamento*Sono (F1,108=9,0; p<0,05), 
representado pelo aumento dos níveis de progesterona no grupo IRC+V+RS 
comparado ao grupo IRC+V+GM (p<0,05). Nenhuma alteração estatisticamente 
significante foi observada nos níveis de SHBG (Figura 35E) e estradiol (Figura 35F). 
Em relação ao eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA), os dados de ACTH (Figura 
35G) mostraram efeito Doença (F1,108=9,3; p<0,01), Sono (F1,108=19,2; p<0,0001) e 
interação Doença*Tratamento*Sono (F1,108=3,0; p<0,05). O teste post-hoc identificou 
um aumento dos níveis de ACTH no grupo IRC+S+RS em comparação aos grupos 
IRC+S+GM (p<0,05) e CTRL+S+GM (p<0,05), bem como no grupo IRC+V+RS 
quando comparado ao grupo CTRL+V+GM (p<0,05). Os níveis de corticosterona 
(Figura 35H) também apresentaram efeito Doença (F1,90=8,9; p<0,01), Sono 
(F1,90=41,9; p<0,0001) e interação Doença*Tratamento*Sono (F1,90=7,3; p<0,01), 
revelando aumento significativo nos grupos CTRL+V+RS, CTRL+S+RS e IRC+V+RS 
em comparação com os grupos CTRL+V+GM, CTRL+S+GM e IRC+V+GM, 
respectivamente (p<0,05). 
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Figura 35. Concentrações sanguíneas de hormônio luteinizante (LH, ng/mL, A), folículo estimulante 
(FSH, mg/L, B), testosterona (ng/mL, C), progesterona (ng/mL, D), sex hormone-binding globulin 
(SHBG, mmol/L, E), estradiol (pg/mL, F), hormônio adrenocorticotrófico (pg/mL, G) e corticosterona 
(ng/mL, H). Grupos CTRL+V (controle tratado com veículo), CTRL+S (controle tratado com sildenafil), 
IRC+V (insuficiência renal crônica tratado com veículo) e IRC+S (insuficiência renal crônica tratado 
com sildenafil). GM: gaiola-moradia; RS: restrito de sono. *p<0.05 com respectivo grupo CTRL+V; 
#p<0,05 comparado com respectivo grupo IRC+S; **p<0,05 (efeito da restrição de sono).  
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Com relação à altura do epitélio germinativo (Figura 36A), observou-se 
efeito Doença (F1,64=6,5; p<0,05), Tratamento (F1,64=11,4; p<0,001), Sono 
(F1,64=11,7; p<0,001) e interação doença*tratamento (F1,64=21,4; p<0,0001). O teste 
post-hoc de revelou, pois, uma redução na altura do epitélio germinativo no grupo 
IRC+V comparado aos grupos CTRL+V (p<0,05) e IRC+S (p<0,05), 
independentemente da restrição de sono. A análise da área dos túbulos seminíferos 
(Figura 36B) mostrou, por sua vez, efeito Tratamento (F1,64=5,0; p<0,05) e interação 
Doença*Tratamento*Sono (F1,64=3,3; p<0,05), de maneira que foi observada uma 
redução da área dos túbulos seminíferos nos grupos IRC+V+GM e IRC+V+RS 
comparados aos grupos CTRL+V+GM e CTRL+V+RS, respectivamente (p<0,05). 
Além disso, o grupo CTRL+S+GM apresentou menor área dos túbulos seminíferos 
em comparação aos grupos IRC+S+GM (p<0,05) e CTRL+V+GM (p<0,05). Ainda, o 
tratamento com sildenafil evitou as alterações morfológicas testiculares observadas 
nos grupos IRC+V+GM e IRC+V+RS, uma vez que a área dos túbulos seminíferos 
dos grupos IRC+S+GM e IRC+S+RS foram maiores do que a dos grupos 
IRC+V+GM e IRC+V+RS, respectivamente (p<0,05).  
A Figura 36C ilustra de maneira representativa cortes histológicos de 
testículo de cada um dos grupos após coloração com HE. De maneira geral, há 
grande comprometimento do tamanho, formato e organização dos túbulos 
seminíferos nos grupos IRC+V+GM e IRC+V+RS, com sinais de degeneração 
tecidual. Entretanto, o mesmo não se observa no grupo IRC+S+GM, o qual 
apresenta aspecto normal comparável aos grupos CTRL+V+GM e CTRL+V+RS. Por 
outro lado, o grupo IRC+S+RS apresenta desorganização, que apesar de pequena, 
ressalta um possível aumento do espaço intertubular. Ainda, com relação ao grupo 
CTRL+S+GM, também foi observado um aumento no espaço intertubular e certa 
redução no tamanho deles, não ocorrendo o mesmo no grupo CTRL+S+RS.  
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Figura 36. Altura do epitélio germinativo (µm, A), área dos túbulos seminíferos (µm2, B) e cortes de 
microscopia de luz representativos do tecido testicular dos grupos CTRL+V (controle tratado com 
veículo), CTRL+S (controle tratado com sildenafil), IRC+V (insuficiência renal crônica tratado com 
veículo) e IRC+S (insuficiência renal crônica tratado com sildenafil). GM: gaiola-moradia; RS: restrito 
de sono. *p<0.05 com respectivo grupo CTRL+V; #p<0,05 comparado com respectivo grupo IRC+S; 
§p<0.05 comparado com respectivo grupo CTRL+S. 
 
A Figura 37 ilustra a expressão gênica no testículo dos diferentes 
grupos experimentais. A análise da expressão de NOX2 (Figura 37A) no testículo 
revelou efeito Doença (F1,70=18,7; p<0,0001) e interação doença*tratamento*sono 
(F1,70=8,8; p<0,01). Mais especificamente, houve aumento na expressão de NOX2 
no grupo IRC+V+GM em comparação ao grupo CTRL+V+GM (p<0,05), bem como 
no grupo IRC+S+RS em relação ao grupo CTRL+S+RS (p<0,05). Ainda, uma 
redução na expressão de NOX2 testicular foi encontrada no grupo IRC+S em 
comparação ao grupo IRC+V, independente da restrição de sono (p<0,05). Além 
disso, a restrição de sono teve efeitos distintos conforme o tratamento utilizado: 
houve redução da expressão gênica de NOX2 testicular no grupo IRC+V+RS em 
comparação ao grupo IRC+V+GM (p<0,05) e aumento no grupo IRC+S+RS em 
relação ao grupo IRC+S+GM (p<0,05). A expressão de NOX4 testicular (Figura 
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37B), por sua vez, apresentou apenas efeito Sono (F1,72=10,5; p<0,01), representado 
pelo aumento de NOX4 induzido pela restrição de sono no testículo de todos os 
grupos, independente da doença ou tratamento. 
A Figura 37C ilustra a expressão gênica de iNOS no testículo dos 
diferentes grupos experimentais. A análise estatística mostrou efeito Doença 
(F1,71=14,6; p<0,0001) e interação Doença*Tratamento*Sono (F1,71=1,8; p<0,05). O 
teste post-hoc revelou uma redução na expressão de iNOS testicular no grupo 
IRC+V quando comparado ao grupo CTRL+V, independente da restrição de sono 
(p<0,05). Além disso, o tratamento com sildenafil aumentou a expressão de iNOS 
testicular no grupo IRC+S em comparação ao grupo IRC+V (p<0,05), independente 
da restrição de sono. Ainda, uma redução na expressão gênica da iNOS testicular foi 
observada no grupo CTRL+S+RS em relação ao grupo CTRL+V+RS (p<0,05). 
Frente à restrição de sono, entretanto, foi observada uma redução da iNOS testicular 
no grupo IRC+S+RS quando comparado ao grupo IRC+S+GM (p<0,05). Com 
relação à expressão gênica de eNOS testicular (Figura 37D), encontrou-se efeito 
Sono (F1,69=43,4; p<0,0001) e interação Doença*Tratamento*Sono (F1,69=1,1; 
p<0,05). A comparação entre grupos demonstrou redução significativa de eNOS 
testicular no grupo IRC+V+RS em comparação ao grupo CTRL+V+RS (p<0,05). 
Somado a isso, a restrição de sono levou a um aumento geral da expressão gênica 
de eNOS testículo, sendo maior nos grupos CTRL+V+RS, CTRL+S+RS, IRC+V+RS 
e IRC+S+RS quando comparados aos grupos CTRL+V+GM, CTRL+S+GM, 
IRC+V+GM e IRC+S+GM, respectivamente (p<0,05). 
Em relação à expressão gênica de SOD testicular (Figura 37E), 
observou-se efeito Doença (F1,68=7,1; p<0,01) e interação Doença*Tratamento*Sono 
(F1,68=1,1; p<0,05). Mais especificamente, foi observada uma redução da SOD no 
testículo do grupo IRC+S em comparação ao grupo CTRL+S, independentemente 
da restrição de sono (p<0,05). Além disso, houve aumento de SOD no testículo do 
grupo CTRL+S+GM quando comparado ao grupo CTRL+V+GM (p<0,05). Nenhuma 
alteração estatisticamente significante foi observada na expressão gênica de CAT do 
tecido testicular (Figura 37F).  
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Figura 37. Expressão gênica das subunidades catalíticas transmembrana gp91phox (NOX2, A) e 
NOX4 (B) da enzima nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH)-oxidase, isoformas 
induzível (iNOS, C) e endotelial (eNOS, D) da óxido nítrico sintase, superóxido dismutase (SOD, E) e 
enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2, F) avaliada por reação de polimerase em cadeia em 
tempo real (RT-PCR) no tecido cavernoso dos grupos experimentais. Grupos CTRL+V (controle 
tratado com veículo), CTRL+S (controle tratado com sildenafil), IRC+V (insuficiência renal crônica 
tratado com veículo) e IRC+S (insuficiência renal crônica tratado com sildenafil). GM: gaiola-moradia; 
RS: restrito de sono. *p<0.05 com respectivo grupo CTRL+V; §p<0.05 comparado com respectivo 
grupo CTRL+S; +p<0,05 comparado com respectivo grupo IRC+V; **p<0,05 (efeito da restrição de 
sono).  
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Por outro lado, a expressão gênica de ECA2 (Figura 37G) mostrou 
efeito Doença (F1,59=12,4; p<0,001), Tratamento (F1,59=11,6; p<0,001) e interação 
Doença*Tratamento (F1,59=12,5; p<0,001). A comparação múltipla entre grupos 
revelou, pois, uma redução de ECA2 testicular no grupo IRC+V em comparação ao 
CTRL+V, independente da restrição de sono (p<0,05). Adicionalmente, observou-se 
um aumento da expressão de ECA2 testicular no grupo IRC+S comparado ao grupo 
IRC+V, independente da condição de sono (p<0,05). De maneira semelhante, a 
expressão gênica testicular de DDAH1 (Figura 37H) foi marcada por efeito Doença 
(F1,65=5,5; p<0,05), efeito Tratamento (F1,65=17,7; p<0,0001) e interação 
Doença*Tratamento*Sono (F1,65=2,0; p<0,05). Observou-se uma redução 
significativa da sua expressão no testículo do grupo IRC+V em comparação ao 
grupo CTRL+V, independente da restrição de sono (p<0,05). Somado a isso, o 
tratamento com sildenafil induziu um aumento na expressão testicular de DDAH1 
nos animais do grupo IRC+S em relação aos do grupo IRC+V, independente da 
condição de sono (p<0,05). Além disso, a restrição de sono induziu aumento de 
DDAH1 testicular no grupo CTRL+S+RS quando comparado ao grupo CTRL+S+GM 
(p<0,05). 
Os dados de expressão gênica no corpo cavernoso estão 
representados na Figura 38. A análise de NOX2 (Figura 38A) demonstrou efeito 
Tratamento (F1,69=18,2; p<0,0001) e interação Doença*Tratamento*sono (F1,69 =1,1; 
p<0,05), mostrando aumento significativo de sua expressão no tecido cavernoso do 
grupo IRC+V+GM em relação aos grupos CTRL+V+GM (p<0,05) e IRC+S+GM 
(p<0,05), bem como no grupo IRC+V+RS em comparação ao grupo IRC+S+RS 
(p<0,05). Ainda, dentre os grupos controles que foram restritos de sono, houve 
redução da expressão de NOX2 no corpo cavernoso do grupo CTRL+S+RS quando 
comparado aos animais do grupo CTRL+V+RS (p<0,05), revelando papel protetor do 
sildenafil. Em paralelo, a expressão gênica de NOX4 no tecido cavernoso (Figura 
38B) apresentou apenas efeito interação Doença*Tratamento (F1,71=8,2; p<0,01), 
mostrando que, independente da restrição de sono, os animais IRC+S apresentaram 
redução na expressão de NOX4 quando comparados aos grupos CTRL+S (p<0,05) 
e IRC+S (p<0,05). Em relação à expressão de iNOS (Figura 38C) no tecido 
cavernoso, observou-se apenas efeito interação Doença*Tratamento*Sono 
(F1,66=0,30; p<0,05), representado pelo aumento de sua expressão no grupo 
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IRC+V+RS em comparação ao grupo IRC+V+GM, p<0,05. Por outro lado, a 
expressão gênica peniana de eNOS (Figura 38D) revelou efeito Tratamento 
(F1,70=19,6; p<0,0001) e interação Doença*Tratamento (F1,70=4,0; p<0,05), com um 
aumento significativo de sua expressão nos animais IRC+S em relação aos IRC+V 
(p<0,05), independente da restrição de sono. 
 
Figura 38. Expressão gênica das subunidades catalíticas transmembrana gp91phox (NOX2, A) e 
NOX4 (B) da enzima nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH)-oxidase, isoformas 
induzível (iNOS, C) e endotelial (eNOS, D) da óxido nítrico sintase, superóxido dismutase (SOD, E) e 
enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2, F) avaliada por reação de polimerase em cadeia em 
tempo real (RT-PCR) no tecido cavernoso dos grupos experimentais. Grupos CTRL+V (controle 
tratado com veículo), CTRL+S (controle tratado com sildenafil), IRC+V (insuficiência renal crônica 
tratado com veículo) e IRC+S (insuficiência renal crônica tratado com sildenafil). GM: gaiola-moradia; 
RS: restrito de sono. *p<0.05 com respectivo grupo CTRL+V; §p<0.05 comparado com respectivo 
grupo CTRL+S; +p<0,05 comparado com respectivo grupo IRC+V; **p<0,05 (efeito da restrição de 
sono).  
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Nenhuma alteração estatisticamente significante foi encontrada na 
expressão gênica de CAT no tecido cavernoso (Tabela 3). Adicionalmente, a 
expressão gênica da enzima antioxidante SOD (Figura 38E) apresentou efeito 
Doença (F1,70=4,0; p<0,05), Tratamento (F1,70=13,2; p<0,001), e interação 
Doença*Tratamento*Sono (F1,70=4,3; p<0,05). O teste post-hoc revelou, pois, um 
aumento significativo na expressão gênica de SOD no tecido cavernoso do grupo 
IRC+V+GM em comparação aos grupos CTRL+V+GM (p<0,05) e IRC+S+GM 
(p<0,05). Ainda, frente à restrição de sono observou-se que esse aumento foi 
significante apenas no grupo IRC+V+RS em comparação ao grupo IRC+S+RS 
(p<0,05). Os dados de expressão gênica da enzima ECA2 no corpo cavernoso 
(Figura 38F) apresentaram apenas interação Doença*Sono*Tratamento (F1,58=4,1; 
p<0,05) mostrando de maneira importante um aumento da sua expressão nos 
grupos IRC+S+GM e CTRL+S+RS em comparação ao grupo CTRL+S+GM (p<0,05). 
 
5.2.5 Parâmetros metabólicos e inflamatórios 
Parâmetros referentes ao metabolismo estão representados na Figura 
39. A análise dos dados de colesterol total (Figura 39A) mostrou efeito Doença 
(F1,108=118,1; p<0,0001), Tratamento (F1,108=7,6; p<0,01) e interação 
Doença*Tratamento (F1,108=3,2; p<0,05), demonstrando um importante aumento no 
grupo IRC+V em comparação aos grupos CTRL+V (p<0,05) e IRC+S (p<0,05), 
assim como no grupo IRC+S quando comparado ao grupo CTRL+S (p<0,05). Os 
níveis de HDL (Figura 39B) apresentaram efeito Doença (F1,108=6,5; p<0,05), sono 
(F1,108=4,6; p<0,05) e interação Doença*Tratamento (F1,108=3,3; p<0,05), revelando 
aumento significativo no grupo IRC+V comparado aos grupos CTRL+V (p<0,05) e 
IRC+S (p<0,05), bem como no grupo IRC+S em comparação ao grupo CTRL+S 
(p<0,05). Além disso, a restrição de sono levou ao aumento dos níveis de HDL nos 
animais do grupo IRC em relação aos do grupo CTRL. As concentrações séricas de 
LDL (Figura 39C) mostraram apenas efeito Doença (F1,108=39,9; p<0,0001), 
indicando aumento de LDL nos animais IRC comparados aos CTRL. Os triglicérides 
(Figura 39D) mostraram efeito Doença (F1,108=42,9; p<0,0001), Tratamento 
(F1,108=4,5; p<0,05), Sono (F1,108=7,4; p<0,01) e interação Doença*Tratamento 
(F1,108=4,3; p<0,05). O teste post-hoc revelou aumento dos níveis de triglicérides no 
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grupo IRC+V em comparação aos grupos CTRL+V (p<0,05) e IRC+S (p<0,05), 
assim como no grupo IRC+S comparado ao grupo CTRL+S (p<0,05). Os níveis de 
glicose circulante (Figura 39E) apresentaram apenas efeito Sono (F1,108=4,5; 
p<0,05), indicando aumento nos animais restritos de sono em comparação aos 
mantidos em gaiola-moradia. As concentrações séricas de ferro (Figura 39F), por 
sua vez, apresentaram efeito Doença (F1,108=113,1; p<0,0001) e Tratamento 
(F1,108=4,2; p<0,05). 
A B
DC
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Figura 39. Níveis séricos de colesterol total (mg/dL, A), high density lipoprotein (HDL, mg/dL B), low 
density lipoprotein (LDL, mg/dL, C), triglicérides (mg/dL, D), glicose (mg/dL, E) e ferro (μg/dL, F). 
Grupos CTRL+V (controle tratado com veículo), CTRL+S (controle tratado com sildenafil), IRC+V 
(insuficiência renal crônica tratado com veículo) e IRC+S (insuficiência renal crônica tratado com 
sildenafil). *p<0.05 com respectivo grupo CTRL+V; #p<0,05 comparado com respectivo grupo IRC+S; 
§p<0.05 comparado com respectivo grupo CTRL+S; *p<0,05 (efeito da doença – Figura 39C); 
**p<0,05 (efeito da restrição de sono).  
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Com relação às citocinas pró-inflamatórias (Figura 40), observou-se para 
os níveis de IL-1α (Figura 40A), efeito Doença (F1,65=6,5; p<0,05), Tratamento 
(F1,65=5,8; p<0,05) e Sono (F1,65=4,2; p<0,05). A análise dos níveis de IL-6 (Figura 
40B), por sua vez, demonstrou apenas efeito Doença (F1,64=9,2; p<0,05), mostrando 
aumento nos animais com IRC em comparação aos CTRL, independentemente do 
tratamento e da restrição de sono. Somado a isso, os níveis de IL-17 (Figura 40C) 
apresentaram efeito Doença (F1,65=6,7; p<0,05), Tratamento (F1,65=6,1; p<0,05) e 
interação Doença*Tratamento (F1,65=2,9; p<0,05), indicando o aumento de IL-17 no 
grupo IRC+V em comparação aos grupos CTRL+V (p<0,05) e IRC+S (p<0,05). A 
análise dos níveis de TNFα (Figura 40D) revelou efeito Doença (F1,68=5,6; p<0,05), 
Tratamento (F1,68=6,0; p<0,05) e interação Doença*Tratamento*Sono (F1,68=1,36; 
p<0,05), mostrando aumento de TNFα no grupo IRC+V+RS em relação aos grupos 
CTRL+V+RS (p<0,05), IRC+S+RS (p<0,05) e IRC+V+GM (p<0,05). 
Figura 40. Concentrações plasmáticas das citocinas pró-inflamatórias: interleucina (IL)-1α (pg/mL, A), 
IL-6 (pg/mL, B), IL-17 (pg/mL, C) e fator de necrose tumoral (TNF)-α (pg/mL, D). Grupos CTRL+V 
(controle tratado com veículo), CTRL+S (controle tratado com sildenafil), IRC+V (insuficiência renal 
crônica tratado com veículo) e IRC+S (insuficiência renal crônica tratado com sildenafil). *p<0.05 com 
respectivo grupo CTRL+V; #p<0,05 comparado com respectivo grupo IRC+S; §p<0.05 comparado 
com respectivo grupo CTRL+S; *p<0,05 (efeito da doença – Figura 40B); **p<0,05 (efeito da restrição 
de sono).  
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5.2.6 Fatores de risco e comorbidades 
A Tabela 7 ilustra os modelos de regressão linear múltipla com os 
preditores independentes de parâmetros da função renal (clearance de creatinina e 
proteinúria) e do sistema cardiovascular (ΔPAS e ΔFC). De maneira interessante, 
observou-se que a presença da doença (IRC), o ganho de PAS (ΔPAS), a restrição 
de sono e a expressão gênica de SOD renal foram considerados fatores preditores 
do clearance de creatinina (F=47,2; p<0,0001; R=0,89; R2=0,79). Em relação à 
proteinúria, os fatores ΔPAS, níveis de colesterol total e expressão gênica de iNOS 
renal entraram no modelo (F=69,7; p<0,0001; R=0,89; R2=0,78). Por outro lado, 
foram considerados preditores independentes de ΔPAS: o fator IRC, o tratamento 
com sildenafil, a expressão gênica renal de NOX2 e a restrição de sono (F=33,0; 
p<0,0001; R=0,85; R2=0,73). Com relação a ΔFC, apenas a presença da doença e o 
tratamento com sildenafil entraram no modelo de regressão (F=25,0; p<0,0001, 
R=0,67; R2=0,45).  
A Tabela 8 demonstra os modelos de regressão linear múltipla com os 
fatores preditores independentes de parâmetros relacionados ao desempenho 
sexual (IAS, número total de intromissões, latência de intromissão e níveis de 
testosterona). A análise revelou que a expressão gênica testicular de DDAH1, os 
níveis de colesterol total, a expressão gênica testicular de NOX2 e o tratamento com 
sildenafil foram importantes preditores do IAS (F=21,8; p<0,0001; R=0,89; R2=0,80). 
Referindo-se ao número total de intromissões, os fatores ΔPAS, restrição de sono, 
níveis de FSH e IL-6 e expressão gênica de NOX4 do corpo cavernoso entraram no 
modelo de regressão (F=8,0; p<0,0001, R=0,71; R2=0,50). De maneira semelhante, 
ΔPAS, expressão gênica testicular de NOX2 e DDAH1, volume glomerular externo, 
níveis de HDL e expressão gênica de NOX4 do corpo cavernoso foram considerados 
preditores independentes da latência de intromissão (F=94,7; p<0,0001; R=0,99; 
R2=0,98). Em adição, para os níveis de testosterona circulante, a expressão gênica 
de iNOS testicular, a restrição d sono, a perda de peso corporal, o tratamento com 
sildenafil e os níveis de LH e ACTH entraram no modelo (F=17,8; p<0,0001; R=0,95; 
R2=0,91). A Tabela 9 detalha as variáveis independentes selecionadas para inserção 
nos modelos de predição apresentados nas Tabelas 7 e 8. 
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Tabela 7. Análise multivariada para determinação dos preditores independentes de clearance de 
creatinina, proteinúria, variação de pressão arterial sistólica (ΔPAS) e de frequência cardíaca (ΔFC), 
(N = 61).  
Variável Fatores de risco β p 
Clearance de creatinina 
Constante 
-  
<0,0001 
Doença (IRC) -0,52 <0,0001 
ΔPAS -0,25 <0,01 
Sono (RS) -0,22 <0,01 
SOD renal 0,18 <0,05 
Proteinúria 
Constante 
 - 
>0,05 
ΔPAS 0,62 <0,0001 
Colesterol total 0,48 <0,0001 
iNOS renal -0,20 <0,05 
ΔPAS 
Constante 
 - 
<0,01 
Tratamento (Sildenafil) -0,37 <0,0001 
Doença (IRC) 0,88 <0,0001 
NOX2 (renal) -0,31 <0,01 
Sono (RS) 0,22 <0,01 
ΔFC 
Constante 
- 
,0,05 
Doença (IRC) 0,55 <0,0001 
Tratamento (Sildenafil) 0,33 <0,001 
IRC: insuficiência renal crônica; ΔPAS: variação de pressão arterial sistólica; RS: restrição de sono; 
SOD: superóxido dismutase; iNOS: óxido nítrico sintase induzível; NOX2: subunidade catalítica 2 da 
NADPH-oxidase; β: coeficiente de regressão; p: significância estatística; 
Regressão linear múltipla; 
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Tabela 8. Análise multivariada para determinação dos preditores independentes de índice de 
atividade sexual (IAS), número total de intromissões, latência de intromissão e níveis de testosterona 
(N = 61).  
Variável Fatores de risco β p 
IAS 
Constante 
-  
>0,05 
DDAH1 testicular 0,63 <0,0001 
Colesterol total -0,43 <0,001 
NOX2 testicular -0,33 <0,01 
Tratamento (Sildenafil) 0,23 <0,05 
Número total de intromissões 
Constante 
-  
<0,001 
ΔPAS -0,24 <0,05 
Sono (RS) 0,30 <0,05 
FSH 0,33 <0,01 
IL-6 -0,27 <0,05 
NOX4 cavernoso -0,25 <0,05 
Latência de intromissão 
Constante 
 - 
>0,05 
ΔPAS 0,27 <0,01 
NOX2 testicular 0,29 <0,0001 
DDAH1 testicular -0,44 <0,0001 
Volume glomerular externo 0,26 <0,001 
HDL 0,26 <0,01 
NOX4 cavernoso 0,11 <0,05 
Testosterona 
Constante 
-  
>0,05 
iNOS testicular 0,67 <0,0001 
Sono (RS) 
-0,26 <0,05 
ΔPeso corporal 
-0,59 <0,001 
Tratamento (Sildenafil) 0,48 <0,001 
LH 0,38 <0,01 
ACTH -0,38 <0,05 
DDAH1: dimetilarginina dimetilamino-hidrolase; NOX2: subunidade catalítica 2 da NADPH-oxidase; 
ΔPAS: variação de pressão arterial sistólica; RS: restrição de sono; FSH: hormônio folículo-
estimulante; IL-6: interleucina 6; NOX4: subunidade catalítica 4 da NADPH-oxidase; HDL: high density 
lipoprotein; iNOS: óxido nítrico sintase induzível; LH: hormônio luteinizante; ACTH: hormônio 
adrenocorticotrófico; β: coeficiente de regressão; p: significância estatística; 
Regressão linear múltipla; 
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Tabela 9. Lista de variáveis selecionadas para os modelos de regressão linear múltipla descritos nas 
Tabelas 7 e 8.  
Modelo Variáveis inseridas 
Categóricas: Doença; Sono; Tratamento;
Numéricas: ΔFC; ΔPAS; ΔPeso; Aldosterona; Colesterol total;
HDL; LDL; Triglicérides; NOX2 (rim); iNOS (rim); NOX4 (rim); CAT
(rim); ECA2 (rim); DDAH1 (rim);
Categóricas: Doença; Sono; Tratamento;
Numéricas: ΔFC; ΔPAS; ΔPeso; Colesterol total; HDL; LDL;
Triglicérides; Volume glomerular interno; Volume glomerular
externo; Sódio urinário; Ferro; Testosterona; NOX2 (rim); iNOS
(rim); NOX4 (rim); SOD (rim); CAT (rim); ECA2 (rim); DDAH1
(rim);
Categóricas: Doença; Sono; Tratamento;
Numéricas: Clearance de creatinina; ΔFC; Aldosterona; Colesterol 
total; HDL; LDL; Triglicérides; Ureia; NOX2 (rim); iNOS (rim);
NOX4 (rim); SOD (rim); CAT (rim); ECA2 (rim); DDAH1 (rim);
eNOS (coração); NOX4 (coração); CAT (coração);
Categóricas: Doença; Sono; Tratamento;
Numéricas: Clearance de creatinina; ΔPAS; Aldosterona; ACTH;
Colesterol total; HDL; LDL;
Categóricas: Doença; Sono; Tratamento;
Numéricas: ΔPAS; Clearance de creatinina; Colesterol total; HDL; 
LDL; Triglicérides; Testosterona; Altura epitélio germinativo; Área
túbulos seminíferos; Cistatina C; β2-microglobulina; NOX2
(testículo); iNOS (testículo); NOX4 (testículo); ECA2 (testículo);
DDAH1 (testículo); NOX4 (corpo cavernoso)
Categóricas: Doença; Sono; Tratamento;
Numéricas: ΔPAS; Clerance de creatinina; Colesterol total; HDL;
Triglicérides; Volume glomerular externo; IL-1α; IL-6; TNFα; FSH;
eNOS (corpo cavernoso); SOD (corpo cavernoso); NOX2 (rim);
eNOS (rim); iNOS (rim); NOX4 (rim); SOD (rim); CAT (rim); ECA2
(rim); DDAH1 (rim);
Categóricas: Doença; Sono; Tratamento;
Numéricas: ΔPAS; ΔPeso;  Clearance de creatinina; Área túbulos 
seminíferos; Colesterol total; HDL; LDL; Triglicérides; IL-1α; IL-6;
TNFα; LH; FSH; Volume glomerular externo; Volume glomerular
interno; Testosterona; NOX2 (testículo); ECA2 (testículo); DDAH1
(testículo); NOX2 (corpo cavernoso); NOX4 (corpo cavernoso);
SOD (corpo cavernoso); NOX2 (rim); iNOS (rim); eNOS (rim);
NOX4 (rim); SOD (rim); CAT (rim); ECA2 (rim); DDAH1 (rim); CAT
(coração); ECA2 (coração);
Categóricas: Sono; Tratamento;
Numéricas: Clearance de creatinina; proteinúria; ureia; ΔPAS;
ΔFC; ΔPeso; Colesterol total; HDL; LDL; Aldosterona; ACTH;
Colesterol total; HDL; LDL; Triglicérides; IL-6; FSH; LH; ACTH;
Progesterona; NOX2 (testículo); eNOS (testículo); iNOS (testículo);
NOX4 (testículo); SOD (testículo); CAT (testículo); ECA2
(testículo); DDAH1 (testículo);
Latência de intromissão
Testosterona
Clearance
 de creatinina
Proteinúria 
ΔPAS
ΔFC
IAS
Número total de intromissões
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O presente estudo permitiu caracterizar o padrão de sono na IRC, 
estabelecendo uma relação entre os parâmetros da arquitetura do sono e do avanço 
da doença. Além disso, foi possível evidenciar os efeitos do tratamento com sildenafil 
bem como da falta de sono ao longo da progressão da IRC, estabelecendo ainda a 
interação de ambos os fatores em um modelo animal por meio da avalição do 
sistema renal, cardiovascular e reprodutor de diferentes aspectos: bioquímicos, 
hormonais, comportamentais, histológicos e moleculares.  
Diante da alta prevalência de distúrbios de sono e das mudanças 
observadas no estilo de vida do paciente com IRC, ressalta-se, pois, a relevância 
deste estudo, que visou uma melhor compreensão dos mecanismos envolvidos na 
relação bidirecional entre o sono e a doença renal, somado à investigação da 
possível aplicação do tratamento com sildenafil, estabelecendo seus prós e contras 
e sua efetividade de acordo com a quantidade de sono.  
A seguir, discutimos detalhadamente os resultados encontrados no 
presente estudo, confrontando-os com os dados disponíveis na literatura científica. 
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6.1 Estudo da relação entre a evolução da insuficiência renal crônica e o 
desenvolvimento de hipertensão e distúrbios de sono em ratos  
Os resultados apresentados ilustram as repercussões renais, 
cardiovasculares e neurofisiológicas ocorridas durante a instalação e progressão da 
IRC. Demonstramos que com o aumento progressivo de ureia e creatinina séricas 
ocorreram mudanças significativas: 1) no sistema cardiovascular, representado por 
manutenção da hipertensão durante todo o período experimental; 2) na homeostasia 
e qualidade do sono, observada pela fragmentação do sono, inversão do ciclo 
vigília-sono e posterior redução do tempo total de sono. 
Uma vez que a IRC consiste em uma perda progressiva da capacidade 
excretória renal e da filtração glomerular, sua principal consequência bioquímica se 
traduz pela retenção de solutos tóxicos, provenientes do metabolismo proteico, no 
organismo, os quais podem ser avaliados indiretamente por meio das dosagens de 
ureia e creatinina no sangue, que se elevam progressivamente. Vários outros 
solutos, entretanto, mantêm sua concentração sanguínea em níveis normais como, 
por exemplo, as concentrações de sódio e potássio, demonstradas na Figura 20C e 
20D. Os rins são os órgãos “chave” para a manutenção do balanço de diferentes 
eletrólitos e do equilíbrio ácido-base do organismo. Assim, a perda progressiva de 
sua função resulta em inúmeras respostas renais e extra-renais compensatórias e 
adaptativas que permitem a manutenção da homeostase, apesar da queda na 
filtração glomerular (Alcazar Arroyo, 2008). Os modelos animais de redução da 
massa renal também demonstram esse padrão de homeostase, pois passam por 
uma série de mecanismos adaptativos, como o aumento da excreção renal, por 
exemplo, para manter o balanço dos eletrólitos sódio, potássio, entre outros 
(Moreira-Rodrigues et al, 2009). 
O quadro de hipertensão arterial desenvolvido após instalação da IRC 
e mantido ao longo da evolução da doença é bastante descrito na literatura como a 
principal comorbidade e também principal causa de morte entre os portadores da 
doença. A reprodução desse resultado em modelo animal se explica pelo fato de 
que a cirurgia de nefrectomia 5/6 para indução da IRC resulta em hipertensão 
sistêmica e glomerular, além de glomeruloesclerose, proteinúria e fibrose 
tubulointersticial. Em particular, a hipertensão glomerular ocorre pela transmissão da 
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pressão sistêmica para os capilares glomerulares, como uma consequência da 
vasodilatação aferente. Ocorrem, dessa maneira, mudanças funcionais e adaptativas 
nos néfrons remanescentes devido à redução abrupta da massa renal, levando a um 
quadro de lesão renal progressiva (Bobadilla et al, 2001). Em relação aos nossos 
achados, entretanto, a PAM não diferiu estatisticamente entre os grupos com IRC4, 
IRC8 e IRC12 (Figura 21A), apesar da tendência de aumento progressivo. Isso 
indica que desde o início há o aumento da pressão arterial, a qual se estabiliza nas 
fases mais avançadas da doença, confirmando o caráter de manutenção da 
hipertensão arterial desenvolvida inicialmente. Podjarny e colaboradores (2007) 
também demonstraram o aumento da PAM em animais com IRC não-tratados 
durante todo o período experimental. Nesse estudo, foi avaliada a pressão arterial 
caudal mensalmente, partindo do dia 0 até o quarto mês de duração da doença 
induzida pela cirurgia de nefrectomia 5/6. Entretanto, o grupo de animais 
nefrectomizados não-tratados teve um aumento moderado adicional da PAM ao fim 
do estudo (de 148 ± 26 para 157 ± 21 mmHg). 
Com relação ao padrão de sono dos animais com IRC, nossos 
resultados indicam uma baixa qualidade de sono por meio da diminuição progressiva 
da eficiência de sono e do aumento dos despertares no período claro somado à 
inversão do ciclo vigília-sono no estágio de oito semanas da doença. A análise por 
regressão linear demonstrou que apenas os parâmetros renais (ureia ou creatinina) 
e a hipertensão arterial foram fatores preditivos para a piora da qualidade de sono. 
Entretanto, é importante ressaltar que as alterações na FC também se 
correlacionaram com as alterações no padrão de sono.  
Sabe-se que a uremia tem sido classicamente associada com a 
inversão do ciclo vigília-sono como um sintoma tardio do período pré-dialítico (Holley 
et al, 1991; 1992). Os distúrbios de sono, que aparecem em cerca de 80% dos 
pacientes com uremia crônica, levam à sonolência diurna e redução da acuidade 
mental, deteriorando a qualidade de vida (Walker et al, 1995). A relação entre os 
distúrbios de sono e a proteína c-Fos, a qual se acumula em neurônios recém-
ativados (Sagar et al, 1988) foi estudada por Sherin e colaboradores (Sherin et al, 
1996). Nesse estudo, foi demonstrado que a expressão de c-Fos aumenta em 
neurônios pré-ópticos ventrolaterais do hipotálamo durante o período claro quando 
os ratos estão predominantemente dormindo e diminui durante o período escuro 
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quando os ratos estão mais acordados. Kim e colaboradores (1999) demonstraram 
que animais com IRC após quatro semanas possuem um perfil de inversão de 
atividade. Dessa forma, os autores mostraram que no período claro o número de 
movimentos é maior em ratos com IRC do que em controles e no período escuro, há 
uma inversão. Isso poderia indicar que os distúrbios de sono fossem comuns em 
ratos com IRC, supondo-se que a redução do número de movimentos significasse, 
de fato, mais tempo dormindo.  
Nesse estudo o aumento do número de movimentos detectados pelo 
sistema de monitoramento infravermelho foi associado a uma diminuição da 
expressão de c-Fos em neurônios pré-ópticos, sugerindo assim uma alteração no 
ritmo circadiano. Esse tem sido o único trabalho que investigou a relação entre os 
distúrbios de sono e a IRC em um modelo animal. Dessa forma, os autores sugerem 
que a diminuição da expressão de c-Fos possa ser um marcador de distúrbios de 
sono em ratos urêmicos crônicos, mas não esclarecem qual toxina urêmica seria 
responsável por isso (Kim et al, 1999). Ainda, os autores inferem conclusões com 
relação ao tempo de sono dos animais com base apenas no monitoramento de 
movimentos e relacionam isso com um possível papel da proteína c-Fos no distúrbio 
de sono em ratos com IRC. Entretanto, a ausência de movimento ou ainda a sua 
presença não são parâmetros fidedignos e suficientes para definir a quantidade de 
sono dormida ou a presença de distúrbios de sono em ratos urêmicos. O 
eletroencefalograma, por sua vez, é o método ideal para o estagiamento das fases 
do ciclo vigília-sono com precisão. Apenas uma avaliação longitudinal da progressão 
da doença esclareceria realmente as alterações no padrão de sono de animais com 
IRC, como realizado no presente estudo. 
Dados da literatura sugerem que os distúrbios de sono ocorrem em 
pacientes com doença renal em estágio final e com IRC pré-dialíticos, sendo 
subdiagnosticados (Pierratos, Hanly, 2011). Além disso, alguns autores tem 
demonstrado que os distúrbios de sono ocorrem desde os estágios iniciais da 
doença, quando o paciente não precisa de terapêutica como diálise ou transplante 
renal (De Santo et al, 2006; 2008; 2010). Ainda, mais recentemente, alguns estudos 
tem demonstrado que indivíduos em tratamento dialítico que apresentam distúrbios 
de sono como PLM (periodic limbic movement), síndrome das pernas inquietas e 
distúrbios respiratórios do sono possuem uma menor sobrevida do que aqueles que 
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não apresentam alteração no seu padrão de sono (Lindner, 2012; Jung, 2010; La 
Manna, 2011; Masuda, 2011).  
Em 2009, Barmar e colaboradores (2009) demonstraram por meio da 
actigrafia que ambos os pacientes IRC em tratamento conservador (estágio IV e V) e 
em hemodiálise apresentavam fragmentação de sono e redução no tempo total de 
sono. Além disso, os autores encontraram que uma mudança no período de 
hemodiálise para a madrugada foi associada a um menor tempo total de sono. Em 
adição, Parker e colaboradores (2005) demonstraram que pacientes com IRC em 
tratamento conservador relatavam menor qualidade de vida do ponto de vista 
psicológico e funcional em relação aos pacientes em hemodiálise. Os autores 
também verificaram que em ambos os tipos de pacientes, houve redução do tempo 
total de sono e da eficiência de sono em comparação a indivíduos saudáveis. 
Entretanto, nesse estudo os pacientes renais em hemodiálise tiveram diminuição de 
sono REM e maior índice de despertares do que os pacientes com IRC em 
tratamento conservador, sugerindo nesse caso que os problemas relacionados ao 
sono poderiam ter etiologias diferentes (Parker et al, 2005). Ou seja, nos pacientes 
com IRC os fatores psicológicos e funcionais poderiam exercer maior influência 
sobre o padrão de sono, enquanto nos pacientes em hemodiálise o próprio estresse 
causado pelo tratamento intermitente de diálise seria mais relevante para essas 
alterações neurofisiológicas. 
O prognóstico de pacientes com uremia crônica é bastante influenciado 
pela presença de comorbidades, principalmente pela doença cardiovascular, que 
representa 50% das mortes em pacientes renais (Covic et al, 2003). Um estudo 
realizado por Mucsi e colaboradores, utilizando o questionário End-Stage Renal 
Diseases Severity Index (ESRD-SI), demonstrou que as comorbidades são fatores 
preditores independentes dos distúrbios de sono em pacientes em hemodiálise 
(Mucsi et al, 2004). Como exemplo, De Santo e colaboradores demonstraram que 
pacientes urêmicos em hemodiálise que se queixavam de insônia tinham maior risco 
de falência renal em virtude da hipertensão sistólica (De Santo et al, 2001).  
A alta prevalência de distúrbios de sono na IRC sugere que nessa 
população seu aparecimento possa ser mediado pelo efeito das toxinas urêmicas no 
sistema nervoso central (Kim et al, 1999). A influência dessas toxinas em pacientes 
114 
 
 
renais tem sido estudada extensivamente, com resultados controversos na literatura. 
Por exemplo, Holley e colaboradores não encontraram nenhuma associação entre 
diferentes parâmetros bioquímicos da eficiência da diálise e os distúrbios de sono 
(Holley et al, 1992). Outros estudos mostraram que os níveis pré-dialíticos de ureia e 
creatinina, assim como os parâmetros clássicos de eficiência da diálise não foram 
relacionados com os distúrbios de sono (Passouant et al, 1968; De Santo et al, 
2005). Entretanto, esses estudos possuem certas falhas metodológicas, sugerindo 
conclusões questionáveis. Ademais, um estudo realizado por Millman e 
colaboradores notou uma ligeira, porém significativa relação entre a síndrome da 
apneia obstrutiva do sono e a azotemia (aumento das concentrações de ureia e 
creatinina séricas em virtude de uma diminuição na taxa de filtração glomerular) 
(Millman et al, 1985).  
Quando a progressão da IRC atinge um grau de funcionamento menor 
que 10% da sua capacidade, a doença chega ao seu estágio final, caracterizado 
pela disfunção múltipla de órgãos. Pacientes renais em estágio final frequentemente 
apresentam anormalidades do sistema nervoso central, tais como a encefalopatia 
urêmica. Esta condição é caracterizada por disfunções cognitivas e de memória que 
podem progredir para delírio, convulsões e coma (Fraser, Arieff, 1988; Lockwood, 
1989; Burn, Bates, 1998). O acúmulo de diversas substâncias orgânicas e 
metabólitos podem induzir disfunção neuronal em modelos experimentais de IRC 
(D'Hooge et al, 1999), de maneira que essas anormalidades poderiam levar a um 
balanço distorcido de efeitos excitatórios e inibitórios que seriam responsáveis pelas 
manifestações neurológicas. O papel das toxinas urêmicas confirma-se pelos efeitos 
positivos exercidos pelo tratamento dialítico e o sucesso do transplante renal na 
encefalopatia urêmica (D'Hooge et al, 1999).  
Atualmente, alguns estudos tem investigado a relação entre os 
distúrbios de sono e a sobrevida em pacientes com IRC (Jung et al, 2010; La Manna 
et al, 2011; Masuda et al, 2011; Lindner et al, 2012). Parâmetros como índice de 
movimento das pernas, o número de despertares associado com estes movimentos, 
assim como o número de despertares por hora foram preditores independentes da 
sobrevida. De maneira geral, quanto maior a gravidade dos distúrbios de sono, 
menor a sobrevida do paciente (Benz et al, 2000). Adicionalmente, a qualidade de 
vida em pacientes com IRC está inversamente relacionada às alterações no padrão 
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de sono. Os distúrbios de sono são preditores independentes da baixa qualidade de 
vida, influenciando tanto parâmetros físicos como psicológicos. De maneira 
relevante, os pacientes com IRC possuem um sentimento de intromissão da doença 
e uma percepção pessimista de seu estado de saúde comparado com pacientes 
com IRC que não apresentam distúrbios de sono (Iliescu et al, 2003). 
Por fim, esses dados reforçam a importância dos distúrbios de sono 
nos pacientes com IRC desde os estágios iniciais até os finais, quando requer, pois, 
a terapia de substituição renal, bem como sua repercussão na qualidade de vida, 
morbidade e mortalidade desses pacientes. O presente estudo esclareceu a relação 
entre a gravidade da IRC e as alterações do padrão de sono em um modelo animal 
sem a interferência de fatores confundidores, ilustrando que o aumento tanto dos 
marcadores de função renal quanto da pressão arterial são importantes fatores 
preditores do desenvolvimento dos distúrbios de sono no modelo animal de IRC em 
ratos.  
 
6.1.1 Considerações finais 
É importante ressaltar que o presente estudo é o primeiro a demonstrar 
alterações do padrão de sono em um modelo experimental de IRC. Os ratos com 
IRC mostraram ter um sono de baixa qualidade, evidenciado pela dificuldade de 
manutenção do sono devido à sua fragmentação e superficialização, além de um 
perfil de inversão do ciclo vigília-sono. Levando-se em consideração os resultados 
obtidos, pode-se inferir que a alteração da função renal na progressão da IRC 
constitui importante fator para piora da qualidade de sono, a qual também é 
prejudicada pela hipertensão desenvolvida e mantida durante a progressão da 
doença. O comprometimento do sistema cardiovascular ocorrido antes mesmo de 
uma significante perda da função renal, sugere que as alterações encontradas no 
padrão de sono desde o início da IRC são resultantes da interação entre todos 
esses fatores inerentes à doença de maneira sinérgica. E da mesma forma, a 
desestruturação do padrão de sono na IRC torna-se um importante fator de piora do 
quadro da doença, uma vez que a condição crônica de piora da arquitetura do sono 
interfere no organismo e na qualidade de vida como um todo.  
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Por fim, esses resultados reforçam a necessidade de uma atenção 
maior da clínica no acompanhamento polissonográfico do paciente nefropata 
independente de seu estágio da doença, a fim de avaliar e tratar os possíveis 
distúrbios de sono, contribuindo para a melhora de sua qualidade de vida e 
possivelmente da sobrevida também. Além disso, o presente estudo sugere que o 
desenvolvimento de distúrbios de sono na IRC pode agravar o quadro da doença, 
entretanto, estudos farmacológicos na tentativa de tratar essas alterações de padrão 
de sono encontradas no modelo de IRC são necessários para confirmar este 
provável efeito sinérgico. 
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6.2 A importância do sono e do sildenafil na progressão da insuficiência renal 
crônica: uma nova abordagem terapêutica  
Os resultados do presente estudo demonstram as repercussões renais, 
cardiovasculares, metabólicas, hormonais, inflamatórias e comportamentais 
decorrentes do tratamento crônico com sildenafil em animais com IRC submetidos à 
restrição de sono. Em geral, o tratamento com sildenafil foi capaz de reduzir efeitos 
relacionados à progressão da doença (com melhoras, por exemplo, na massa 
corporal, uremia, dislipidemia, hipogonadismo, inflamação e hipertensão), embora 
em alguns casos o tratamento não tenha resultado em normalização dos 
parâmetros. No comportamento sexual, o uso crônico de baixas doses de sildenafil 
se mostrou positivo e melhorou o índice de atividade sexual assim como a atividade 
copulatória e o desempenho sexual, evidenciado pelo aumento do número de 
intromissões e ejaculações, além de redução das latências de monta, intromissão e 
ejaculação. Entretanto, diante da restrição de sono, a progressão da doença foi 
potencializada com aumento da mortalidade, devido principalmente à maior perda da 
função renal em associação às alterações cardiovasculares, que foram 
acompanhadas de aumento nos níveis de aldosterona e HDL, hipocalemia, ativação 
do eixo HPA, hipogonadismo, aumento dos níveis de FSH, entre outros. Somado a 
isso, foi possível observar que a restrição de sono atenuou muitos dos efeitos 
positivos promovidos pelo tratamento com sildenafil, com exceção de alguns deles 
tais como o desempenho sexual, os níveis de colesterol total e o déficit de ferro 
circulante. 
Em relação à evolução ponderal dos animais, estudos com modelos 
experimentais de falência renal demonstram, em geral, uma diminuição do peso 
corporal em animais com IRC quando comparados aos animais controle (Mehls et al, 
1977; Topczewska-Bruns et al, 2001). Experimentos de Mehls e colaboradores 
evidenciaram que a diminuição no peso corporal é devida à perda de apetite 
provocada pelo aumento de fatores tóxicos circulantes, dentre os quais o principal é 
a ureia (Mehls et al, 1977). Nossos resultados corroboram a literatura, uma vez que 
a massa corporal do grupo IRC+V reduziu significativamente em relação ao grupo 
CTRL ao longo do tempo. Por outro lado, o grupo IRC+S não apresentou redução de 
peso se comparado ao grupo IRC+V, de acordo com os achados de Rodríguez-
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Iturbe e colaboradores (2005). Isto se deve em parte à melhora observada na função 
renal que permitiu, assim, um balanço homeostático entre o gasto energético e o 
consumo alimentar. No entanto, frente à restrição de sono, observou-se uma 
redução da massa corporal em todos os grupos. Este dado era esperado uma vez 
que a redução da massa corporal decorrente do desbalanço energético (aumento do 
gasto energético e redução ou inalteração do consumo alimentar) em animais 
privados de sono paradoxal é bastante descrita (Balestrieri et al, 1980; Everson, 
Wehr, 1993; Martins et al, 2006). 
É importante ressaltar que o tratamento crônico com sildenafil não só 
preveniu a progressão da doença e o desenvolvimento das comorbidades 
associadas, mas também aumentou a sobrevida destes animais. Como apontado 
pela análise de regressão logística, notou-se que o tratamento com sildenafil reduziu 
as chances de mortalidade em até 75%, enquanto a restrição de sono não 
representou um fator de risco significativo para a mortalidade. Por outro lado, 
observamos um aumento na frequência de morte nos grupos IRC+V+RS e 
IRC+S+RS em relação aos grupos IRC+V+GM e IRC+S+GM, respectivamente, 
sugerindo a importância do sono no prognóstico da doença, ainda que tratada. 
Particularmente, os poucos animais do grupo IRC+S que morreram tiveram como 
causa principal o desencadeamento de convulsões intermináveis. O mecanismo pelo 
qual isso foi causado, no entanto, é desconhecido.  
De maneira interessante, o tratamento com sildenafil mostrou-se eficaz 
em reduzir a velocidade de perda da função renal, diminuindo significativamente as 
concentrações de ureia e creatinina, a proteinúria, a razão sódio/creatinina urinária e 
proteína/creatinina urinária e os níveis de cistatina C sérica. Dessa forma, o sildenafil 
retardou a progressão da doença, atenuando a redução no clearance de creatinina 
do grupo IRC+S quando comparados ao grupo IRC+V. Em geral, esses efeitos 
refletiram histologicamente um menor comprometimento do tecido renal 
representado pela redução do espaço de Bowman e da área glomerular bem como 
menor infiltração pró-inflamatória e hipertrofia tubular. Apesar da melhora renal 
observada no grupo IRC+S+GM, é importante ressaltar o aumento significativo da 
uremia, do volume glomerular interno e dos níveis séricos de β2-microglobulina em 
associação à redução do clearance de creatinina quando comparado ao grupo 
CTRL+S+GM. Conforme esperado, o efeito conferido pelo sildenafil corroborou os 
119 
 
 
achados de Rodriguez-Iturbe e colaboradores (2005), que encontraram redução do 
clearance de creatinina nos animais com doença renal após tratamento com 
sildenafil, sem obter, porém a normalização deste clearance. Um estudo em modelo 
animal de isquemia-reperfusão também demonstrou que o sildenafil possui efeitos 
renoprotetores, possibilitando melhora da função renal avaliada por cintilografia e 
menor grau de necrose no tecido renal (Medeiros et al, 2010).  
Recentemente, Akgul e colaboradores (2011) admininstraram veículo, 
sildenafil, tadalafil e vardenafil em animais com insuficiência renal aguda induzida 
pelo modelo de obstrução unilateral ureteral por 30 dias. Neste trabalho, encontrou-
se uma melhora significativamente maior no tecido renal do grupo tratado com 
sildenafil em comparação a todos os demais grupos. Esta melhora foi atribuída à 
redução significativa das células apoptóticas renais. Outro estudo em modelo animal 
de nefropatia induzida por cisplatina revelou que o tratamento crônico com sildenafil 
foi capaz de diminuir os níveis de creatinina sérica e aumentar a expressão renal de 
iNOS e eNOS quando comparado aos animais cisplatina não-tratados (Lee et al, 
2009). Nesse trabalho foi observada uma redução na expressão da proteína 
apoptótica Bax e na ativação celular da caspase-3 do tecido renal, também 
relacionada às vias de morte celular. Ainda, Jeong e colaboradores (2009) revelaram 
que ratos com diabetes induzido por estreptozootocina e tratados com sildenafil 
apresentaram redução significativa da excreção de albumina urinária e do volume 
renal, somado a um aumento de células renais iNOS positivas e melhoras no perfil 
oxidativo e inflamatório. Em conjunto aos dados da literatura, nossos achados 
confirmam a importante ação que o sildenafil possui de recuperação da função renal 
diante de condições nefropáticas. 
Surpreendentemente, a restrição de sono apresentou um efeito de 
piora da função renal, reduzindo o clearance de creatinina, aumentando a proteinúria 
e as razões sódio/creatinina e proteína/creatinina. Assim, quando expostos à 
restrição de sono, os animais do grupo IRC+S+RS aceleraram a perda da função 
renal equiparando-se ao grupo IRC+V+RS. Observou-se, pois, que a restrição de 
sono além de potencializar as alterações observadas na IRC, foi capaz também de 
atenuar o efeito renoprotetor exercido pelo sildenafil, com exceção da cistatina C 
que permaneceu sob concentrações normais nos animais IRC+S+RS. Em particular, 
a restrição de sono apresentou um efeito redutor dos níveis de creatinina sérica no 
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grupo IRC+V+RS. Provavelmente isso ocorreu devido à perda de massa muscular 
que acontece em condições de falta de sono (Skein et al, 2011), o que interferiu 
diretamente na dosagem de creatinina, podendo subestimá-la. Nesse sentido, a 
avaliação dos demais parâmetros renais confirmou nossa hipótese de que a falta de 
sono tem um impacto na função renal, podendo potencializar os efeitos da IRC bem 
como abolir ou atenuar os efeitos renoprotetores do sildenafil. Assim, o presente 
estudo corrobora de certa forma estudos clínicos recentes que têm considerado a 
duração do sono como um fator preditor da proteinúria (Yamamoto et al, 2012).  
Em nível molecular renal, foi observado que a IRC per se foi associada 
a grandes alterações de expressão gênica, como por exemplo, aumento na 
expressão da NOX2 e iNOS bem como redução da NOX4, eNOS, CAT, SOD, ECA2 
e DDAH1, sugerindo alguns mecanismos associados à perda da função renal. 
Dentre eles, podemos destacar o estresse oxidativo resultante do desbalanço entre 
a produção de ERO e as defesas antioxidantes. Assim, por um lado encontrou-se 
um aumento na expressão renal de NOX2, uma das principais fontes na produção 
de superóxido; e por outro lado observou-se uma menor expressão gênica das 
enzimas antioxidantes CAT e SOD. Semelhantemente, Kinoshita e colaboradores 
demonstraram um aumento de NOX2 renal em um modelo animal de 
glomerulonefrite, o qual foi revertido pelo tratamento com um bloqueador do receptor 
AT1 (Kinoshita et al, 2011). De maneira interessante, camundongos knock-out para 
NOX2 são protegidos da disfunção renal por meio de redução do estresse do 
retículo endoplasmático e da apoptose (Li et al, 2010). Entretanto, camundongos 
diabéticos e knock-out para subunidade NOX2 não apresentam efeitos 
renoprotetores, apesar de uma importante redução na infiltração de macrófagos 
(You et al, 2013). Em contrapartida, esses animais apresentam aumento na 
expressão de NOX4 no rim, o que poderia explicar a ausência da proteção renal. 
Por outro lado, foi observado um contrabalanço nessas alterações, 
representado pela menor expressão renal de NOX4, subunidade da NADPH-oxidase 
altamente associada ao estresse oxidativo nas células tubulares renais (Block et al, 
2009; Kim et al, 2012) e cuja expressão mitocondrial se encontra aumentada no rim 
de ratos diabéticos (Gordillo et al, 2010). Nesse sentido, a restrição de sono pode ter 
tido efeitos negativos na função renal em parte devido ao aumento da expressão 
gênica renal de NOX4 observado principalmente no grupo CTRL+V+RS, enquanto o 
121 
 
 
tratamento com sildenafil induziu uma leve redução de NOX4 visualizada 
principalmente no grupo CTRL+S+RS. No entanto, recentemente alguns estudos 
têm ressaltado que em condições específicas, a NOX4 pode, ao contrário do que se 
poderia imaginar, limitar o dano renal e exercer uma função renoprotetora (Babelova 
et al, 2012; Nlandu Khodo et al, 2012). Como exemplo, animais knock-out para 
NOX4 apresentaram maior fibrose intersticial e apoptose tubular após indução do 
modelo de doença renal por obstrução unilateral urinária (Nlandu Khodo et al, 2012). 
Essa contradição de resultados torna difícil a interpretação dos dados, favorecendo 
a hipótese de que outros mecanismos estejam relacionados ao efeito do sildenafil e 
da restrição de sono na IRC.  
De maneira semelhante, houve um aumento da expressão gênica renal 
de iNOS contrapondo-se à redução da eNOS na IRC, que inicialmente nos pareceu 
paradoxal. Porém, esses dados corroboram a literatura com relação ao papel 
protetor da eNOS em oposição aos efeitos maléficos da iNOS observados em um 
modelo animal de glomerulonefrite (Heeringa et al, 1998). Nesse estudo, os autores 
demonstram uma redução de NO via redução de eNOS em associação a uma maior 
produção de radicais livres promovida pelo aumento da iNOS renal, uma vez que as 
células produtoras de nitrotirosina expressavam iNOS e produziam superóxido 
(Heeringa et al, 1998). Adicionalmente, camundongos knock-out para eNOS após 
indução da IRC apresentaram glomeruloesclerose, mesangiólise e danos tubulares 
mais graves juntamente de um aumento na infiltração de macrófagos, deposição de 
colágeno, aumento da pressão arterial e pior função renal, quando comparado aos 
animais selvagens (Nakayama et al, 2009). Somado a isso, os autores 
demonstraram que a ausência de eNOS acelerou o processo de injúria 
tubulointersticial e perda de capilares glomerulares e peritubulares. Além disso, 
Chirino e colaboradores revelaram que a inibição seletiva da iNOS reduziu os danos 
histológicos, a disfunção renal, a proteinúria, a infiltração tubulointersticial e o 
estresse oxidativo e nitrosativo em um modelo animal de nefrotoxicidade induzida 
por cisplatina (Chirino et al, 2008). Tomados em conjunto, esses estudos revelam o 
efeito dual do NO. Por um lado, via eNOS, o NO parece desempenhar um 
importante papel na manutenção da integridade vascular devido suas propriedades 
anti-inflamatória, antiproliferativa e antitrombogênica. Por outro lado, via iNOS, o NO 
influencia a hemodinâmica renal causando danos tubulares associados ao estresse 
oxidativo por superprodução de peroxinitrito (Heemskerk et al, 2009). Nesse sentido, 
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é possível que o aumento na expressão renal de eNOS observado no grupo 
IRC+S+GM tenha contribuído em parte com a renoproteção, corroborando estudos 
de Heeringa et al. (1998) e Lee et al. (2009). Por outro lado, a restrição de sono 
levou à redução de eNOS renal no grupo IRC+S+RS, o qual também apresentou 
piora da função renal e redução do efeito renoprotetor conferido pelo sildenafil 
comparado ao grupo IRC+S+GM, o que confirma parte dos resultados. 
Somado à menor produção de NO devido à redução observada na 
expressão gênica renal de eNOS, observou-se a influência da DDAH1, enzima 
moduladora da NOS via inibição de ADMA (potente inibidor endógeno da NOS), a 
qual se apresentou bastante reduzida na IRC, independente do tratamento ou 
condição de sono, sugerindo um possível aumento de ADMA e homocisteína nesses 
animais. De fato, pacientes com doença renal apresentam níveis plasmáticos 
elevados de homocisteína e ADMA, provavelmente como resultado dos prejuízos 
metabólicos da doença, mas não do clearance urinário. Relevantemente, tanto o 
aumento de ADMA como de homocisteina tem sido associado a um maior fator de 
risco cardiovascular na falência renal, especialmente em pacientes com desnutrição 
ou inflamação (van Guldener et al, 2007). Ambos os níveis de homocistéina e de 
ADMA estão envolvidos nos efeitos vasculares adversos promovidos pelos danos 
endoteliais dependentes de NO, que resultam na redução da vasodilatação, 
aumento da proliferação muscular e adesão monocitária (van Guldener et al, 2007). 
Somado a isso, confirmou-se também a participação do sistema renina-angiotensina, 
por meio da redução na expressão da enzima ECA2 no tecido renal de animais com 
IRC, potencializando possivelmente a redução de NO e a ação vasoconstritora da 
angiotensina 2. A ECA2 é homóloga da ECA, mas com atividade que 
contrabalanceia as ações promovidas pela angiotensina 2. Além de aumentar a 
degradação de angiotensina 2, a ECA2 promove a produção de angiotensina 1-7. 
Nesse sentido, modelos genéticos de ablação da ECA2 resultam em lesões 
glomerulares e piora da função renal em camundongos (Soler et al, 2008). Somado 
a isso, o tratamento com ECA2 recombinante humana em um modelo animal de 
injúria renal diabética foi associado a uma redução na pressão arterial e na atividade 
da NADPH-oxidase, que foram diretamente ligadas à uma diminuição de 
angiotensina 2 e aumento de angiotensina 1-7 (Oudit et al, 2010). 
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Adicionalmente, a redução encontrada na expressão das enzimas 
antioxidantes CAT e SOD no tecido renal corroboram o estudo de Sindhu e 
colaboradores (2005), no qual animais com IRC apresentaram redução da 
expressão da CAT bem como da glutationa-peroxidase, outra enzima antioxidante. 
Interessantemente, pacientes em estágio final da IRC apresentam redução da 
atividade da catalase no plasma (Inal et al, 1999; Mimic-Oka et al, 1999), embora um 
estudo não tenha encontrado diferenças (Sommerburg et al, 2002). Em paralelo, 
Vaziri e colaboradores demonstraram uma redução na expressão da SOD associado 
a um aumento da expressão de NOX2 no rim de animais com IRC (Vaziri et al, 
2003). Ainda, esses autores observaram menor biodisponibilidade de NO, sugerindo 
sua inativação via excesso de ERO. Dessa forma, ao administrarem um agente 
mimético da enzima SOD (tempol), obtiveram melhora da hipertensão, menor 
acúmulo de nitrotirosina e elevação da excreção de derivados de NO nesses animais 
(Vaziri et al, 2003).  
Sabe-se que um dos principais fatores de risco e também complicador 
da IRC é a hipertensão arterial sistêmica (Kannel et al, 1961). Possivelmente, esta é 
uma das vias pelo qual o sildenafil atuou melhorando a função renal e também 
sexual dos animais, uma vez que observamos redução significativa da PAS e FC, 
corroborando dados de Tapia e colaboradores (2012). Nesse trabalho, os autores 
demonstraram a ação hipotensora do sildenafil, que foi capaz de evitar a 
hiperfiltração nos néfrons, suprimir o remodelamento arteriolar, melhorar a 
hipertensão sistêmica e reduzir o estresse oxidativo. Entretanto, nossos resultados 
revelam que frente à restrição de sono, o mecanismo protetor do sildenafil no 
sistema cardiovascular foi bastante reduzido. Frente à restrição de sono, houve um 
aumento significativo da PAS ao passo que se observou também um aumento nos 
níveis de aldosterona e redução na expressão gênica cardíaca de eNOS, iNOS e 
ECA2, principalmente no grupo IRC+S+RS, o qual apresentou atenuação dos efeitos 
cardioprotetores do sildenafil. Esses resultados sugerem a falta de sono como um 
potencial fator de risco cardiovascular na IRC e corroboram, de certa forma, o estudo 
de Hoevenaar-Blom e colaboradores (2011), no qual relata-se que indivíduos 
pequenos dormidores (tempo de sono menor que seis horas), especialmente 
aqueles com qualidade de sono ruim, apresentam risco de eventos cardiovasculares 
maior.  
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Possivelmente, o aumento da PAS observado no grupo IRC+S+RS 
tenha sido mediado por uma redução na produção de NO, via redução de eNOS e 
iNOS. Além disso, os resultados sugerem uma estreita relação entre a falta de sono 
e a ativação do sistema renina-angiotensina, uma vez que se observou aumento nos 
níveis de aldosterona e redução da ECA2 no coração via restrição de sono. A 
aldosterona é um hormônio mineralocorticoide com funções no controle da pressão 
arterial, cuja liberação é controlada pela ativação do sistema renina-angiotensina. 
Atua de maneira importante no processo de reabsorção de sódio e excreção de 
potássio, o que explica em parte a hipocalemia e natriurese observadas na condição 
de restrição de sono, assim como o desencadeamento da hipertensão e taquicardia, 
sugerindo a participação da ativação simpática. De fato, crianças privadas de sono 
apresentam aumento da pressão arterial e da FC, somada à natriurese e diurese 
excessiva, que podem ser explicados em parte pela redução no descenso noturno e 
alterações no sistema renina-angiotensina (Mahler et al, 2012). Por outro lado, em 
roedores submetidos à PSP por 96 horas observa-se um aumento na frequência 
cardíaca, mas não da pressão arterial, como um resultado de maior ativação 
simpática renal (Perry et al, 2011). No entanto, nesse estudo os autores relataram 
uma redução nos níveis de angiotensina 2, o que seria um pouco contraditório. No 
entanto, contribuindo com a discussão de nossos dados, Perry e colaboradores 
demonstraram previamente que a restrição de sono por 21 dias é capaz de ativar o 
sistema nervoso simpático renal, além de levar à redução dos níveis de angiotensina 
1-7 (Perry et al, 2011), peptídeo produzido principalmente pela ECA2, a qual esteve 
reduzida no coração dos animais restritos de sono no presente estudo. Contudo, o 
aumento nos níveis de aldosterona promovido pela restrição de sono não resultou 
em um aumento nos níveis de sódio circulante, sugerindo que possivelmente haja 
uma participação da angiotensina 1-7, via aumento de ECA2, como forma de 
compensação para manter as concentrações séricas de sódio normais.  
Surpreendentemente, observamos um aumento significativo na 
expressão de NOX2 no coração de animais IRC tratados com sildenafil. Sabe-se que 
no coração, a expressão dessa subunidade da NADPH-oxidase constitui um 
mediador central da hipertrofia cardiomiocitária e da ativação de Akt induzida pela 
angiotensina 2 (Hingtgen et al, 2006), que por meio da produção excessiva de ERO 
contribui para diversos processos envolvidos no desenvolvimento da disfunção 
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contrátil cardíaca (Zhao et al, 2010). Possivelmente, isso também tenha contribuído 
para o aumento da FC que foi observado nos animais CTRL+S e principalmente nos 
animais do grupo IRC+S, sugerindo um possível efeito cardiotóxico. No entanto, 
esse efeito é pouco provável, uma vez que a seletividade do sildenafil é 
aproximadamente 4000 vezes maior para a PDE-5 do que para a PDE-3, a qual está 
envolvida no controle da contratilidade cardíaca (Viagra®. [Bula]. Guarulhos: Pfizer; 
30/11/2010). Relata-se também, de maneira consistente, a ausência de expressão 
de PDE-5 nos miócitos cardíacos (Wallis et al, 1999), sugerindo que a possível 
toxicidade cardíaca seja resultado não somente do tratamento com sildenafil, mas de 
sua interação com outros fatores relacionados à doença e à restrição de sono.  
Em adição, uma redução na expressão cardíaca de CAT foi observada 
nos animais com IRC, principalmente naqueles tratados com sildenafil. Por outro 
lado, observamos um aumento na expressão de iNOS e eNOS no coração dos 
animais IRC+S+GM, os quais foram importantemente protegidos do 
desenvolvimento da hipertensão. Ressalta-se, porém, ação bifuncional do NO na 
regulação da apoptose a nível cardiovascular. Níveis fisiologicamente relevantes de 
NO podem suprimir vias apoptóticas no coração, sendo cardioprotetor por meio da 
inibição da atividade da caspase e da nitrosilação (Kim et al, 1999). Além disso, o 
NO liberado pela eNOS inibe o consumo miocárdico de oxigênio ao interferir com o 
transporte de elétron mitocondrial (Xie et al, 1996). No entanto, altos níveis de NO no 
coração podem sobrepujar os mecanismos protetores exercendo, assim, efeitos 
citotóxicos e proapoptóticos por meio da combinação com as ERO, consequente 
formação de peroxinitrito e interação com fatores proinflamatórios (Ing et al, 1999; 
Kim et al, 1999). No entanto, embora o aumento de eNOS possa parecer positivo 
uma vez que animais knock-out para eNOS apresentam defeitos congênitos septais, 
falência renal e retardo na maturação cardíaca (Lepic et al, 2006), o aumento na 
expressão de iNOS no tecido cardíaco está associado à sobrecarga de volume em 
modelos de falência cardíaca contribuindo para uma menor contratilidade miocárdica 
e hiporresponsividade β-adrenérgica (Gealekman et al, 2002). Até o presente 
momento não há trabalhos com essa temática voltada para a IRC. No entanto, em 
pacientes com apneia obstrutiva do sono grave, o uso de 50 mg de sildenafil antes 
de dormir foi capaz de piorar os eventos de apneia e parâmetros respiratórios, assim 
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como aumentar a variabilidade da frequência cardíaca por alteração no sistema 
nervoso autonômico durante o sono (Neves et al, 2010a; 2010b). 
Todavia, com relação à função sexual, apesar do aumento observado 
nos níveis de aldosterona, PAS e FC nos animais IRC+S+RS, nossos dados revelam 
que o sildenafil foi efetivo em reverter os prejuízos causados pela IRC no 
desempenho sexual, apontando para outros fatores como, por exemplo, os 
hormônios sexuais. Com relação aos níveis de testosterona, encontramos alterações 
marcantes no grupo IRC+V+GM, o qual apresentou redução significativa de 
testosterona quando comparado ao grupo CTRL+GM e IRC+S+GM. Entretanto, a 
restrição de sono foi capaz de “igualar” todos os animais, uma vez que os grupos 
CTRL+RS, IRC+V+RS e IRC+S+RS apresentaram uma redução significativa nos 
níveis de testosterona, os quais permaneceram semelhantes entre si. Esses 
resultados confirmam dados da literatura referentes ao hipogonadismo característico 
da IRC (para revisão ver Anantharaman, Schmidt, 2007) e aos efeitos da falta de 
sono nos níveis de testosterona (Andersen et al, 2004a; Andersen et al, 2005; 
Andersen et al, 2006; Andersen et al, 2007). Já os níveis de progesterona 
apresentaram aumento significativo em função da restrição de sono, independente 
do tratamento e da doença. Diferentemente de nossos achados, Blacker e 
colaboradores descreveram uma redução nos níveis de progesterona em ratos 
urêmicos (Blacker et al, 1991). Porém, de acordo com dados da literatura, o aumento 
da progesterona induzido pela restrição de sono correlaciona-se com a melhora da 
motivação e desempenho sexual observado nos animais restritos de sono 
(Andersen, Tufik, 2006; Alvarenga et al, 2009; Alvarenga et al, 2010). Os níveis de 
LH, importante estímulo na produção de testosterona nos testículos, apresentaram 
grande redução no grupo CTRL+S+GM e IRC+V+GM, os quais também exibiram 
prejuízo no comportamento sexual, evidenciado por redução no número e frequência 
de montas, intromissões e ejaculações bem como aumento na latência destes 
comportamentos. Em particular, apenas o grupo IRC+V+GM apresentou redução de 
testosterona acompanhada de redução de LH, sugerindo uma possível desregulação 
no eixo de feedback negativo, que pode estar relacionada ao desinteresse sexual e 
piora no desempenho sexual observados. Com relação aos níveis de FSH, 
importante hormônio na formação de espermatozoides, observou-se um aumento 
seletivo em função da restrição de sono. Uma possível explicação para esse 
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aumento seria o feedback negativo, que como resultado das alterações observadas 
na morfologia testicular dos animais restritos de sono afetou diretamente a 
espermatogênese e a produção de testosterona, servindo de estímulo para o 
aumento de FSH na tentativa de compensar alterações da função reprodutiva. 
Em geral, homens com IRC apresentam baixos níveis de testosterona 
livre e total (Palmer, 1999; Leavey, Weitzel, 2002), que contribuem para redução da 
libido, disfunção erétil, oligoespermia e infertilidade, redução da massa muscular, 
osteopenia e osteoporose e anemia (para revisão ver (Anantharaman, Schmidt, 
2007). Além disso, aproximadamente 2/3 dos pacientes tratados com diálise também 
apresentam baixos níveis de testosterona. Isto ocorre como resultado de um fator 
inibitório presente no soro urêmico, que inibe a sinalização de LH nas células de 
Leydig (Anantharaman, Schmidt, 2007). Diferentemente dos nossos achados, a 
secreção de FSH se encontra aumentada de maneira que a relação LH/FSH 
aumenta em pacientes com IRC. Segundo Palmer e colaboradores, a inibição do 
feedback de FSH é prejudicada devido à redução do peptídio inibina, que é 
produzido pelas células de Sertoli (Palmer, 2004). Isto afeta diretamente a 
espermatogênese e a motilidade espermática, tornando-se uma das principais 
causas da infertilidade nesses pacientes. A prevalência da disfunção erétil na 
população com IRC é de aproximadamente 70% a 80%, mantendo-se semelhante 
quando o indivíduo atinge o estágio terminal (Hou et al, 1985). As anormalidades 
endócrinas, especialmente os baixos níveis de testosterona, diminuem a libido e a 
frequência da relação sexual, contribuindo para o desenvolvimento da disfunção 
erétil. As comorbidades frequentemente associadas à IRC também levam à 
disfunção erétil, dentre as quais se destacam os fatores de risco cardiovascular 
como idade, hipertensão, diabetes, dislipidemia e tabagismo. Outros fatores não-
orgânicos importantes incluem a ansiedade e os problemas psicológicos. 
Atualmente, o sildenafil é o primeiro agente de escolha para tratamento da disfunção 
erétil, sendo efetivo em 65% a 80% dos pacientes com IRC (Rosas et al, 2001). 
Entretanto, seu uso é contraindicado em pacientes com doença arterial coronariana 
que fazem uso de nitratos, devido o efeito potencializador de vasodilatação (Rosas 
et al, 2001).  
Sob o aspecto histológico testicular, os dados mostram que o 
tratamento com sildenafil foi capaz de evitar a degeneração dos túbulos seminíferos, 
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aumentando seu diâmetro e área assim como a altura do epitélio germinativo. Frente 
à restrição de sono, porém, não se observou grandes pioras na morfologia testicular 
dos animais com IRC+V, provavelmente devido a um efeito teto da doença. 
Interessantemente, esses resultados explicam em parte os dados hormonais, uma 
vez que se observou uma redução nos níveis de testosterona e LH nos animais 
IRC+V, a qual foi revertida pelo tratamento com sildenafil quando não associado à 
restrição de sono. No entanto, justificam apenas parcialmente os dados 
comportamentais, nos quais encontramos um efeito de melhora do desempenho 
sexual via tratamento com sildenafil e via restrição de sono. Ressalta-se ainda, que 
em geral, animais restritos de sono apresentaram redução do epitélio germinativo. 
Somado a isso, a magnitude do tratamento com sildenafil foi atenuada após a 
restrição de sono, pois algumas alterações da arquitetura testicular foram notadas no 
grupo IRC+S+RS, o qual também apresentou aumento da expressão gênica de 
NOX2 no testículo.  
Relevantemente, nossos resultados corroboram o estudo de 
Handelsman e colaboradores, o qual mostrou prejuízo da fertilidade, depressão da 
espermatogênese somado à redução de 47% nos níveis de testosterona da veia 
espermática testicular de ratos urêmicos (Handelsman et al, 1985). Nesse sentido, o 
efeito preventivo do tratamento com sildenafil na morfologia testicular de animais 
com IRC estão de acordo com a literatura, uma vez que em um modelo de torção 
testicular por isquemia/reperfusão o tratamento com sildenafil preveniu o aumento de 
ERO e a diminuição da glutationa reduzida bem como atenuou a diminuição do 
diâmetro dos túbulos seminíferos, da camada de células germinativas e a 
desestruturação do tecido testicular, sugerindo uma ação via redução de estresse 
oxidativo (Yildiz et al, 2011; 2012) O tratamento crônico por quatro semanas com 
sildenafil em camundongos também elevou as concentrações plasmáticas de 
testosterona via estímulo das células de Leydig (Saraiva et al, 2009). Em paralelo, 
Alp e colaboradores (2012) demonstraram que o tratamento com sildenafil teve 
efeitos positivos na espermatogênese, melhorando a produção e qualidade 
espermática em dois modelos de toxicidade testicular induzidos por isoniazida e 
estreptomicina. Assim, nossos achados demonstraram que o tratamento crônico com 
sildenafil foi capaz de reverter o quadro de hipogonadismo e manter a arquitetura 
testicular preservada no grupo IRC+S+GM. Frente à restrição de sono, porém, nem 
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mesmo o tratamento com sildenafil pôde evitar a redução na altura do epitélio 
germinativo. Andric e colaboradores (2010) relataram que ratos machos adultos 
tratados com sildenafil diariamente também apresentaram aumento significativo de 
testosterona e da esteroidogênese nas células de Leydig por meio da sinalização 
aumentada de AMPc e GMPc.  
De modo semelhante, Liu e colaboradores (2010) evidenciaram que 
ratos com diabetes que apresentavam disfunção erétil após tratamento diário com 
sildenafil apresentaram melhora do sistema endotelial vascular e da função erétil, 
sugerindo um mecanismo de melhora da sinalização por meio da cascata do fator de 
crescimento endotelial vascular (VEGF)/eNOS. No entanto, nossos dados de 
expressão de eNOS e iNOS bem como das enzimas antioxidantes SOD e CAT no 
testículo e corpo cavernoso diferem um pouco em relação à escassa literatura, 
sugerindo outros mecanismos. Em relação à expressão gência de iNOS, 
encontramos aumento no testículo do grupo IRC+S+GM e redução nos demais 
grupos IRC+V+GM, IRC+V+RS e IRC+S+RS. Já a expressão de eNOS foi 
aumentada pela restrição de sono no testículo e pelo sildenafil no corpo cavernoso, 
justificando ao menos em parte a melhora observada no desempenho sexual dos 
animais IRC+S, bem como em todos os animais restritos de sono, o que foi 
inicialmente contraditório aos dados de efeito da privação de sono no 
comportamento sexual publicados por Alvarenga et al, 2009. No entanto, as 
metodologias de privação e restrição de sono são diferentes, e conforme observado 
a restrição de sono induziu aumento de eNOS. De maneira relevante, um modelo 
murino de apnéia do sono, distúrbio de sono caracterizado por hipóxia intermintente 
e fragmentação de sono, apresentou prejuízo no comportamento sexual associado à 
redução na expressão protéica de eNOS no tecido erétil (Soukhova-O'Hare et al, 
2008), em consonância com nossos achados. Adicionalmente, segundo Behr-
Roussel e colaboradores (2005), o tratamento crônico com sildenafil potencializa a 
resposta cavernosa induzida por acetilcolina dependente do endotélio, melhora a 
resposta erétil em ratos por meio da regulação da via de transdução que leva à 
ativação da eNOS sem, porém, ter efeito direto na biodisponibilidade de NO ou na 
via do GMPc. 
O mecanismo local pelo qual a restrição de sono induziu melhora no 
comportamento sexual dos animais (aumento de frequência nos comportamentos de 
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monta, intromissão e ejaculação) não se deve, à priori, a alterações na expressão de 
eNOS no corpo cavernoso, uma vez que a eNOS foi seletivamente aumentada 
nesse tecido pelo tratamento com sildenafil. No entanto, a iNOS bem como os 
parâmetros de desempenho sexual estiveram aumentados no grupo IRC+V+RS em 
comparação ao seu controle IRC+V+GM, embora o mesmo não foi observado nos 
outros grupos restritos de sono. A iNOS parece não intervir diretamente na fisiologia 
da ereção peniana ou seu controle central, mas sua indução transcricional é 
postulada como fator chave nos mecanismos de defesa contra o envelhecimento ou 
na fibrose associada a danos do corpo cavernoso, artérias penianas e túnica 
albugínea. Ao combater a fibrose que prejudica a complacência do músculo liso 
cavernoso, a iNOS protegeria o tecido erétil (Gonzalez-Cadavid, Rajfer, 2005).  
Recentemente, Silva e colaboradores (2013) demonstraram que a 
disfunção erétil observada em ratos de meia-idade (10 meses) está associada à 
redução na biodisponibilidade de NO no tecido erétil devido ao aumento na 
expressão protéica da subunidade NOX2 da NADPH-oxidase e à redução na 
expressão de nNOS e eNOS (fosforilada). Somado a isso, o tratamento com um 
inibidor da NADPH-oxidase (apocinina) bem como com um mimético da enzima SOD 
foram capazes de reverter o prejuízo na disfução erétil avaliada por estimulação 
elétrica e curva dose-resposta de banho em tecido isolado (Silva et al, 2013). Juntos, 
esses dados dão suporte aos nossos achados, evidenciando mecanismos pelos 
quais o tratamento com sildenafil foi efetivo em melhorar o desempenho sexual, por 
reduzir expressão de NOX2 no tecido peniano, apesar de induzir redução da SOD 
tanto no testículo quanto no corpo cavernoso. De maneira semelhante, Jin e 
colaboradores evidenciaram que ratos Sprague-Dawley normotensos quando 
administrados com angiotensina 2 apresentavam hipertensão e disfunção erétil, a 
qual era associada a um aumento na produção de ERO no tecido peniano isolado e 
a uma maior expressão da subunidade p47phox da proteína NADPH-oxidase (Jin et 
al, 2008). Os autores encontraram também que o tratamento com apocinina reduziu 
a expressão protéica de NADPH-oxidase e os níveis de TBARS (marcador de 
peroxidação lipídica) bem como melhorou a pressão máxima intracavernosa nos 
animais hipertensos infundidos com angiotensina 2 (Jin et al, 2008), corroborando 
em parte nossos achados de redução da expressão das subunidades 2 e 4 da 
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NADPH-oxidase (fonte de ERO) e melhora no desempenho sexual dos animais com 
IRC. 
As enzimas antioxidantes CAT tanto no testículo como no corpo 
cavernoso foram seletivamente reduzidas pelo fator doença, independente do 
tratamento ou restrição de sono. Por outro lado, a expressão gênica de SOD esteve 
reduzida no testículo dos animais do grupo IRC+S e aumentada no corpo cavernoso 
dos animais do grupo IRC+V. No entanto, com relação à expressão da enzima ECA2 
em ambos os tecidos houve redução induzida pela IRC, aumento induzido pelo 
tratamento com sildenafil e nenhum impacto da restrição de sono, sugerindo um 
mecanismo protetor do sildenafil via aumento de angiotensina 1-7 (peptídeo com 
grande potência vasodilatadora) e redução de angiotensina 2 (peptídeo 
vasoconstritor). Embora esses dados sejam novos na literatura, Sener e 
colaboradores evidenciaram em um modelo de diabetes nefropática que a inibição 
farmacológica e genética da enzima ECA2 possui efeitos negativos na função renal, 
levando a lesões glomerulares em associação à albuminúria (Soler et al, 2008), 
explicando indiretamente uma proteção no sistema reprodutivo devido à melhora da 
uremia, fator altamente importante nas alterações testiculares de hipogonadismo. No 
entanto, ressalta-se que no tecido renal, a expressão da enzima ECA2 esteve 
reduzida em todos os animais com IRC, independente de tratamento ou restrição de 
sono. No entanto, há três estudos na literatura que investigaram indiretamente a 
participação da ECA2 no corpo cavernoso via ação da angiotensina 1-7 na função 
sexual. Em 2007, Yousif e colaboradores mostraram em animais diabéticos e idosos 
um prejuízo significativo no relaxamento do músculo peniano mediado pela 
angiotensina 1-7. Além disso, um estudo in vitro evidenciou que a pré-incubação do 
corpo cavernoso com angiotensina 1-7 atenuou as contrações induzidas pela 
angiotensina 2 (Yousif et al, 2007). Em paralelo, outro estudo incubando tiras de 
tecido peniano de rato e camundongo com angiotensina 1-7 resultou em liberação 
de NO. Este efeito foi, porém, abolido em camundongos deficientes para o receptor 
Mas. Além disso, a deleção gênica do receptor de angiotensina 1-7 resultou em 
comprometimento da função erétil demonstrado por fibrose peniana e redução na 
resposta à estimulação elétrica do gâglio pélvico principal. Mais do que isso, a 
função erétil comprometida de ratos com hipertensão induzida por acetato de 
deoxicorticosterona foi totalmente reestabelecida pela administração local de 
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angiotensina 1-7 (da Costa Goncalves et al, 2007). Recentemente, Kilarkaje e 
colaboradores (2013) demonstraram mudanças estruturais e genotóxicas no corpo 
cavernoso de um modelo animal de diabetes mellitus induzido por estreptozootocina. 
Nesse estudo o tratamento com angiotensina 1-7 reverteu significativamente os 
efeitos conferidos pelo diabetes mellitus no sistema reprodutor, sugerindo a via 
ECA2/angiotensina 1-7/MAS como potencial alvo terapêutico para a disfunção erétil 
(Kilarkaje et al, 2013), corroborando de certa forma nossos achados. 
De fato, o trato reprodutivo masculino expressa todos os membros 
clássicos do sistema renina-angiotensina e representa um importante alvo dos 
peptídeos ativos da angiotensina (Pandey et al, 1984; Deschepper et al, 1986). A 
funções exercidas pelas angiotensinas no sistema reprodutor masculino incluem a 
regulação da esteroidogênese por meio da inibição da célula de Leydig via 
angiotensina 2 (Khanum, Dufau, 1988), efeitos na contratilidade do epidídimo e na 
dinâmica celular espermática (para revisão, ver (Leung, Sernia, 2003). O 
heptapeptídeo angiotensina 1-7, produzido pela ECA2, é um importante membro 
ativo do sistema renina-angiotensina, responsável pela regulação da homeostase de 
fluidos e sais por meio de um balanço refinado com a angiotensina 2. Ambos o 
peptídeo e seu receptor específico, MAS, estão presentes nas gônadas masculinas, 
onde controlam a síntese de hormônios esteroidais (Pereira et al, 2009; Reis et al, 
2010).  
O receptor MAS foi também identificado em testículo de ratos (Metzger 
et al, 1995) e camundongos (Alenina et al, 2002), com início de expressão por volta 
da puberdade, atingindo expressão máxima durante a vida reprodutiva. Embora 
camundongos knock-out para o receptor MAS sejam férteis (Walther et al, 1998; Xu 
et al, 2007), apresentam expressão aberrante de genes envolvidos na função 
mitocondrial e esteroidogênese, com aumento do tipo 1,3β-hidroxiesteroide 
desidrogenase (3β-HSD1) e redução de 3β-HSD6 (Xu et al, 2007). Provavelmente, 
qualquer efeito deletério da falta de sinalização na via da Angiotenina 1-7/receptor 
MAS das células germinativas testiculares é compensado nesses animais. Uma 
conclusão semelhante foi encontrada com a angiotensina 2, que possui papéis 
fisiológicos na função epididimária (Leung et al, 2002) bem como na maturação e 
capacitação espermática (Leung, Sernia, 2003), mas não é requerida para a 
fertilidade masculina (Hagaman et al, 1998). Paradoxicalmente, camundongos 
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knock-out para a enzima ECA são inférteis (Krege et al, 1995), sugerindo a 
possibilidade da ECA espermática ser necessária para modificar diferentes 
substratos no trato reprodutivo (Hagaman et al, 1998). A presença do receptor MAS 
nas células espermáticas humanas indica também que essas células têm o potencial 
de responder à angiotensina 1-7 e assim serem influenciadas por modificações na 
produção local e sistêmica desse peptídeo. Outros receptores de angiotensina tais 
como AT1a e AT1b foram detectados no espermatozóide e acredita-se que possam 
mediar as ações da angiotensina 2 na função espermática (Leung, Sernia, 2003). 
Em suma, todas as fases da espermatogênese podem ser sensíveis a drogas que 
afetam o balanço do sistema renina-angiotensina. 
Interessantemente, Reis e colaboradores (2010) avaliaram a expressão 
do receptor MAS e os níveis de angiotensina 1-7 em biópsias testiculares de homens 
fertéis e inférteis. Dessa maneira, os autores observaram que a angiotensina 1-7 
estava fortemente expressa no compartimento intersticial, principalmente nas células 
de Leydig, com intensidade similar em todos os grupos avaliados. Além disso, 
detectaram-no também nos túbulos seminíferos, mas em intensidade muito menor 
se comparado com as células intersticiais. O receptor MAS esteve igualmente 
distribuído entre o intestício e os compartimentos tubulares e foi encontrado em 
todas as camadas do epitélio seminífero normal. No entanto, nem a angiontensina 1-
7 nem o receptor MAS foram detectados nos túbulos seminíferos das amostras com 
espermatogênese prejudicada. As amostras de testículo de homens inférteis com 
espermatogênese afetada expressaram níveis menores de RNAm do receptor MAS 
e da enzima ECA2 se comparadas às amostras com espermatogênese normal. 
Assim, a imunolocalização da angiotensina 1-7 e seu receptor MAS em testículos de 
homens férteis e inférteis podem indicar que este sistema esteja alterado quando a 
espermatogênese está gravemente prejudicada, o que fundamenta em parte nossos 
achados, uma vez que a melhora encontrada no desempenho sexual e morfologia 
testicular dos animais IRC+S foi acompanhada de aumento na expressão gênica da 
enzima ECA2 no testículo e no corpo cavernoso. Além da ECA2, a participação da 
enzima DDAH1 investigada no testículo sugere pela primeira vez na literatura a 
participação do ADMA nos prejuízos testiculares, por meio de maior inibição das 
NOS, de forma que o tratamento com sildenafil modulou essa inibição aumentando a 
expressão gênica testicular de DDAH1, que tem como principal ação degradar a 
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molécula ADMA (inibidor endógeno das NOS), levando consecutivamente à maior 
biodisponibilidade de NO, como uma alternativa ao seu mecanismo de ação via 
inibição da PDE-5.  
Em relação ao perfil lipídico, o aumento encontrado nos níveis de 
colesterol total, HDL e triglicérides no grupo IRC+V corroboram os dados da 
literatura acerca das mudanças metabólicas encontradas em modelo animal de IRC 
(Hirotsu et al, 2010). Cerca de 20 a 30% dos pacientes com falência renal crônica 
apresentam hipercolesterolemia e 60% apresentam hipertrigliceridemia (Rutkowski 
et al, 2003), tratando-se de importantes fatores de risco cardiovascular 
(envolvimento nos processos de aterosclerose, por exemplo) nessa população. 
Apesar de que em ratos não haja demonstrações de que as lipoproteínas e o 
colesterol sejam fatores de risco para desenvolvimento de aterosclerose, as 
dislipidemias decorrentes da indução da IRC são amplamente descritas. Como 
exemplo, Barry e colaboradores (1990) demonstraram aumento dos níveis de 
triglicérides, colesterol total, fosfolípides, VLDL, HDL e LDL em ratos urêmicos 32 
dias após nefrectomia 5/6. Em geral, as doenças renais crônicas são acompanhadas 
por anormalidades típicas do metabolismo lipídico, que aparecem como uma 
consequência da insuficiência renal ou da síndrome nefrótica e se refletem em um 
perfil de apolipoproteínas alterado como também um elevado aumento dos lipídios 
circulantes (Trevisan et al, 2006). A hipercolesterolemia é uma das consequências 
mais comuns da IRC experimental (Pandak et al, 1994; Liang, Vaziri, 1997; 
Szolkiewicz et al, 1998). Estudos em modelo animal de IRC sugerem que ela é 
devida ao aumento nas taxas de lipogênese no tecido adiposo branco (Rutkowski et 
al, 2003) e de biossíntese do colesterol no fígado e intestino, com um ritmo 
característico de colesterolonogênese diurna aumentada (Chmielewski et al, 2001). 
Além disso, destaca-se o papel da proteinúria na patogênese da dislipidemia, 
comum, por exemplo, na síndrome nefrótica. A proteinúria reduz a ligação do 
receptor apoE às frações de lipoproteínas, por meio da sua diluição resultante da 
expansão da fração lipídica mediada pela redução da lipólise (Wang et al, 2012). 
Somado a isso, a proteinúria também tem sido associada a um aumento na 
produção hepática de ácidos graxos e triglicérides (Han et al, 2013). 
Evidências recentes também sugerem um papel da dislipidemia no 
desenvolvimento e progressão da IRC. Estudos experimentais têm demonstrado que 
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o aumento de lipídios pode induzir lesões glomerulares e tubulointersticiais, e 
acelerar a progressão da doença por meio da infiltração de macrófagos e formação 
de células espumosas que levam à glomeruloesclerose e podem influenciar o 
desenvolvimento da aterosclerose pela semelhança nos mecanismos patogênicos 
(Kasiske et al, 1988; Abrass, 2004). Nesse sentido, o tratamento com sildenafil pode 
ter contribuído com melhora na progressão da IRC, uma vez que animais tratados 
com a droga não apresentaram dislipidemia (perfil lipídico semelhante aos animais 
controles). Somado a isso, a restrição de sono resultou em aumento nos níveis de 
HDL, independente do grupo e tratamento. Embora nenhum trabalho na literatura 
tenha descrito o perfil lipídico após 10 dias de restrição de sono, alguns deles 
encontraram aumento nos níveis de LDL em ratos privados de sono paradoxal por 
96 horas (Andersen et al, 2004b; Antunes et al, 2007). Entretanto, Perry e 
colaboradores não encontraram diferenças nos níveis de colesterol total e frações 
em ratos restritos de sono por 21 dias (Perry et al, 2007). Possivelmente, esta 
disparidade de resultados tenha relação com a metodologia e duração utilizada para 
restringir o tempo de sono.  
Em relação aos níveis de ACTH e corticosterona, nossos resultados 
corroboram estudo anterior demonstrando aumento significativo de ACTH e 
corticosterona no grupo IRC quando comparado aos animais CTRL, sugerindo 
desregulação no feedback negativo do eixo HPA (Hirotsu et al, 2010). Apesar do 
tratamento com sildenafil não reduzir os níveis de ACTH, ele foi capaz de evitar o 
aumento da corticosterona quando os animais com IRC foram submetidos à 
restrição de sono. Este resultado possui grande relevância e se soma aos outros 
resultados, confirmando o efeito positivo do sildenafil na progressão da IRC. Além 
disso, trata-se de um novo dado na literatura, uma vez que nenhum trabalho até o 
presente momento avaliou o efeito do sildenafil no eixo HPA. Além disso, nossos 
dados mostram que a restrição de sono induziu a ativação do eixo HPA com 
aumento na secreção de ACTH e corticosterona, corroborando dados em ratos 
privados de sono paradoxal por 96 horas, com retorno apenas de ACTH aos níveis 
normais após rebote de sono de 24 horas (Andersen et al, 2005; Hipolide et al, 
2006). Isto revela que embora a restrição de sono assim como a privação tem efeitos 
bastante duradouros e não foi capaz de gerar adaptações vitais ao organismo a fim 
de reduzir seu impacto sobre a fisiologia.  
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O prejuízo da função do eixo HPA também é encontrado em pacientes 
renais crônicos (com ou sem hemodiálise) e parecem ser mediados pelas toxinas 
urêmicas, uma vez que o tratamento com diálise peritoneal (efetivo no clearance das 
moléculas de toxinas urêmicas) é capaz de eliminar a disfunção do eixo HPA 
(Siamopoulos et al, 1990; Ramirez et al, 1994). Assim, essas evidências sugerem 
que durante a progressão da IRC (sem tratamento terapêutico) ocorrem alterações 
no eixo HPA que são capazes de desestabilizar em grande parte a resposta 
fisiológica ao estresse. Isso se deve principalmente ao aumento nas toxinas 
circulantes conforme o avanço da doença. Como o tratamento com sildenafil é capaz 
de retardar a perda da função renal, tem por consequência melhora de muitas das 
comorbidades diretamente associadas à uremia. 
Em relação aos dados de ferro sérico, encontramos redução 
significativa na doença, independente da condição de sono e tratamento. Entretanto, 
o tratamento com sildenafil mostrou-se capaz de aumentar as concentrações de 
ferro, independente do grupo e condição de sono. Diante da importância de se 
manter as quantidades ideais de ferro na evolução da IRC a fim de evitar a anemia, 
comorbidade altamente prevalente nesses pacientes, os nossos resultados refletem 
a importante ação terapêutica do sildenafil na progressão da IRC. Entretanto, o 
mecanismo pelo qual isso ocorre ainda é especulativo. Não há trabalhos na literatura 
que investigaram o efeito do sildenafil nos níveis de ferro, embora seja descrito que 
o mecanismo de deficiência de ferro na IRC esteja relacionado à disfunção da 
absorção e transporte de ferro no duodeno (Hamada et al, 2008). Contudo, é 
possível que o efeito do sildenafil em evitar a deficiência de ferro seja mediado pelo 
aumento na disponibilidade de NO consequente ao uso crônico de sildenafil, uma 
vez que o ferro contido no grupo heme da molécula de hemoglobina é amplamente 
conhecido como cofator das enzimas NOS, responsáveis pela produção de NO. Sua 
deficiência no organismo suprime a atividade da NOS (Goldblatt et al, 2001). 
Somado a isso, diversas plantas sob condição de redução de ferro reestabelecem 
seus níveis férricos após receberem aplicação exógena de doadores de NO e 
apresentam crescimento normal, além de evitarem o aumento do estresse oxidativo, 
recorrente em plantas sob déficit de ferro (Graziano, Lamattina, 2007; Sun et al, 
2007; Ramirez et al, 2010).  
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Os resultados de glicemia apresentados na Figura 39E demonstram 
uma tendência de hipoglicemia no grupo IRC+V+GM bem como um efeito 
hiperglicêmico da restrição de sono. A hipoglicemia é um fenômeno que ocorre 
espontaneamente em pacientes com IRC (com ou sem diabetes) e necessita ser 
tratada com rapidez, a fim de se evitar a mortalidade precoce (Frizzell et al, 1973; 
Rutsky et al, 1978; Bonapart et al, 1996). A ocorrência da hipoglicemia muitas vezes 
funciona como marcador de falência sistêmica e possui implicações importantes. 
Dentre as principais causas dessa redução da glicemia na IRC estão: a deficiência 
de precursores da gliconeogênese (por exemplo, alanina), a redução renal da 
degradação e do clearance da insulina, a desnutrição, o aumento de corticosterona, 
e em alguns casos, a redução de hormônios regulatórios como catecolaminas e 
glucagon (para revisão, ver Arem, 1989). Interessantemente, no presente estudo o 
tratamento com sildenafil também foi capaz de evitar uma condição hipoglicêmica, 
uma vez que o grupo IRC+S não apresentou redução em seus níveis circulantes de 
glicose. Sugere-se que este efeito seja resultante da melhora geral observada com o 
tratamento, uma vez que ratos com IRC tratados com sildenafil apresentaram um 
retardo importante na progressão da doença. Por outro lado, a restrição de sono per 
se apresentou efeito de aumento da glicemia, provavelmente em razão do 
desbalanço energético. Estes achados corroboram estudos clínicos sobre o impacto 
da falta de sono no metabolismo da glicose e pré-disposição ao diabetes (Hanlon, 
Van Cauter, 2011; Barf et al, 2012). Todavia, com relação a estudos em animais 
nossos dados são um pouco divergentes, uma vez que Rosa Neto e colaboradores 
encontraram redução da glicemia em ratos após PSP de 96 horas (Rosa Neto et al, 
2010). Além disso, outro estudo demonstrou que ratos privados de sono total por 6 
horas apresentam redução nos níveis de glicogênio cerebelar e hipocampal mediado 
pelo aumento de glicocorticoides (Gip et al, 2004). Possivelmente, essas diferenças 
podem ser explicadas pelos diferentes métodos utilizados para redução do tempo de 
sono (PSP versus restrição de sono). 
Em relação ao perfil inflamatório, como esperado observamos um 
aumento nos níveis de IL-6, IL-1α, TNFα e IL-17 nos animais IRC comparado aos 
CTRL, corroborando dados prévios (Hirotsu et al, 2011). Entretanto, o tratamento 
com sildenafil foi capaz de reduzir os níveis de todas as citocinas analisadas, com 
exceção da IL-6. A IRC é uma doença frequentemente associada a um aumento da 
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resposta inflamatória que contribui para o desenvolvimento e progressão da doença. 
Um estudo clínico demonstrou que os níveis de expressão da IL-6 são maiores em 
pacientes com IRC e ainda mais elevados naqueles com hipertensão arterial (Zhang 
et al, 2012). Funcionalmente, eles sugerem a angiotensina 2 como causa do 
aumento de IL-6, pois em um modelo animal com deleção do gene IL-6, observou-se 
a redução da pressão arterial e da fibrose renal após desafio com angiotensina 2. 
Considerando estes achados, é possível que o tratamento com sildenafil não seja 
capaz de bloquear o sistema renina-angiotensina mantendo assim os níveis de IL-6 
elevados, apesar de observarmos redução importante da PAS. Todavia, os níveis de 
IL-1α, TNFα e especialmente os de IL-17 foram significativamente reduzidos pelo 
tratamento com sildenafil independente da condição de sono. Importantemente, os 
níveis de IL-17 estão sinergicamente relacionados aos de IL-6, TNFα e IL-1α, sendo 
capaz de promover dano renal inflamatório em modelos de glomerulonefrite (Velden 
et al, 2012), o que nos leva a pensar que a redução dessas citocinas 
próinflamatórias com o uso do sildenafil, com exceção da IL-6, se faz de grande 
importância como mecanismo pelo qual ele evita a perda progressiva da função 
renal. Recentemente, Nunes e colaboradores também demonstraram of efeito anti-
inflamatório do sildenafil em um modelo murino de esclerose múltipla (Nunes et al, 
2012). Nesse trabalho, os autores observaram que o tratamento com sildenafil foi 
capaz de preservar a ultraestrutura mielínica e axonal, além de reduzir 
significativamente os níveis de IFNγ, TNFα, IL-1β, IL-2 em comparação aos animais 
não tratados. Por outro lado, observou-se também que a restrição de sono levou ao 
aumento de TNFα seletivamente no grupo IRC+V+RS, o que possivelemente 
também contribuiu com a piora na progressão da doença. Nesse sentido, Ramesh e 
colaboradores mostraram que a fragmentação de sono por 15 dias levou ao 
aumento nos níveis de TNFα do córtex frontal em associação à sonolência e ao 
déficit cognitivo (Ramesh et al, 2012). Ainda, os autores revelaram que 
camundongos knock-out para todos os receptores de TNFα não apresentaram 
aumento da sonolência nem prejuízos cognitivos, sugerindo um importante papel do 
sono na indução da sonolência via mecanismos proinflamatórios, que provavelmente 
estão bastante ativados na IRC e reduzidos com o tratamento com sildenafil.  
Outro ponto importante, porém não verificado nesse estudo, seria o 
possível efeito positivo do sildenafil no sono dos animais com IRC, que 
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hipoteticamente poderiam refletir as alterações observadas na função renal e 
cardiovascular desses animais. Até o presente momento, apenas um estudo avaliou 
o efeito do uso do sildenafil no sono de pacientes renais crônicos, encontrando de 
maneira interessante uma melhora significativa tanto na qualidade de sono como 
também nos traços de depressão (Solak et al, 2011). Entretanto, nesse estudo os 
autores incluíram apenas pacientes em hemodiálise que apresentavam disfunção 
erétil. 
 
6.2.1 Considerações finais 
Tomados em conjunto, os resultados apresentados nesta etapa 
demonstram a prova de conceito de que o tratamento crônico com sildenafil 
apresenta benefícios à IRC, sendo capaz de prolongar a sobrevida dos animais por 
meio do retardo na perda da função renal bem como prevenção da hipertensão e 
das alterações na morfologia testicular associadas à infertilidade e ao 
hipogonadismo. Entretanto, é importante ressaltar que diante da restrição de sono 
grande parte desses efeitos foram atenuados, destacando o impacto que a falta de 
sono apresenta na IRC, ainda que tratada de forma medicamentosa. Por fim, nosso 
estudo sugere uma nova aplicação do sildenafil como possível tratamento adjuvante 
para prevenir a progressão da IRC e melhorar suas comorbidades. Entretanto, 
ressalta-se a importância de novos estudos clínicos e não-clínicos que possam 
avaliar melhor a eficácia e segurança do sildenafil, principalmente, em relação a 
possíveis efeitos cardiotóxicos, levando em consideração a qualidade e quantidade 
de sono na IRC. 
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7 CONCLUSÕES 
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O presente estudo investigou de maneira ampla o papel do sono e do 
sildenafil em um modelo animal de IRC, focando-se nos aspectos neurofisiológicos 
bioquímicos, comportamentais e moleculares. Os dados apresentados nos 
permitiram concluir que: 
1. Animais com IRC apresentaram um sono de baixa qualidade devido à sua baixa 
eficiência e fragmentação, somado a um perfil de inversão do ciclo vigília-sono 
que progressivamente evoluiu para uma redução no tempo total de sono. Estas 
alterações na arquitetura do sono se correlacionaram com os aumentos de 
creatinina e ureia séricas, PAM e FC. O aumento de creatinina e da pressão 
arterial foram considerados fatores de risco para a piora na qualidade de sono.  
2. O tratamento crônico e precoce com sildenafil foi capaz de prevenir a progressão 
da IRC, por meio de retardo na perda da função renal e no desenvolvimento da 
hipertensão via aumento de eNOS no tecido renal e cardíaco e ACE2 no tecido 
cardíaco, bem como redução da dislipidemia. Essas alterações tiveram reflexo 
no sistema reprodutor e hormonal, uma vez que o tratamento com sildenafil 
reverteu o hipogonadismo e as alterações na morfologia testicular, promovendo 
importante melhora no comportamento sexual, em parte mediada pelo aumento 
na expressão gênica de eNOS e ECA2 e redução de NOX2 nos tecidos eréteis. 
Contudo, no coração de animais IRC, o tratamento com sildenafil induziu 
aumento da expressão gênica de NOX2; 
3. A restrição de sono agravou marcadores da função renal e inflamatório (TNFα), 
potencializando a progressão da doença, bem como atenuando boa parte dos 
efeitos terapêuticos do sildenafil. No sistema reprodutor, seus efeitos foram 
observados por meio da redução no epitélio germinativo e nos níveis de 
testosterona e aumento de progesterona, ACTH, corticosterona e expressão 
gênica de NOX2 testicular. No entanto, nenhuma piora no desempenho sexual 
foi exibida pelos animais restritos de sono, mas sim melhoras, as quais foram 
identificadas principalmente no grupo CTRL+S+RS e IRC+V+RS. A restrição de 
sono também levou a um aumento significativo da PAS e da FC, principalmente 
quando associada ao tratamento com sildenafil, sugerindo possível efeito 
cardiotóxico. 
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O sono apresenta, portanto, uma relação bidirecional com a doença 
renal. Isto é, a piora na função renal e cardiovascular decorrente da IRC contribui de 
maneira importante para a gênese das alterações observadas no padrão de sono, 
resultando em um sono de baixa qualidade que, somado ao estresse crônico do dia 
a dia e da doença, leva a uma condição de restrição de sono. Esta, por sua vez, é 
capaz de potencializar a progressão da IRC, afetando múltiplos sistemas do 
organismo e até mesmo atenuando ou anulando efeitos positivos resultantes do 
tratamento com sildenafil. De fato, o tratamento com sildenafil apresenta benefícios 
na IRC, apesar de possíveis efeitos cardiotóxicos que devem ser mais bem 
investigados. Relevantemente, nossos dados se apresentam em consonância com 
recentes estudos clínicos longitudinais que vêm apontando os distúrbios de sono 
como importantes fatores de risco para a progressão e mortalidade nos pacientes 
com IRC. Por fim, o presente estudo revela, pois, a importância do sono e do 
sildenafil no prognóstico da IRC, sugerindo novas condutas terapêuticas que levem 
em consideração uma maior atenção ao estilo de vida e à qualidade de sono dos 
pacientes. 
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8 ANEXOS 
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ANEXO 1: Carta de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de São 
Paulo, referente ao estudo “Estudo da relação entre a evolução da insuficiência renal crônica e o 
desenvolvimento de hipertensão e distúrbios de sono em ratos”. 
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Continuação ANEXO 1. 
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ANEXO 2: Carta de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de São 
Paulo, referente ao estudo “A importância do sono e do sildenafil na progressão da insuficiência renal 
crônica: uma nova abordagem terapêutica”. 
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ANEXO 3: Artigo em fase de submissão para publicação referente aos resultados do estudo “A 
importância do sono e do sildenafil na progressão da insuficiência renal crônica: uma nova 
abordagem terapêutica” para a revista Kidney International. 
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ABSTRACT 
Introduction: Sleep loss is becoming a global problem with great impact in the quality 
of life. Even patients with chronic kidney disease (CKD) face sleep restriction (SR) as 
an inherent factor of their lifestyle. However, little is known about its effects on CKD 
progression and whether an alternative treatment with sildenafil could offset possible 
SR potentiating effects. Objective: This study aimed to assess the outcomes of an 
early chronic treatment with sildenafil in an animal model of CKD subjected to SR. 
Methods: Male adult Wistar rats were distributed into 4 groups: control treated with 
vehicle (CTRL+V), control treated with sildenafil (CTRL+S), CKD treated with vehicle 
(CKD+V) and CKD treated with sildenafil (CKD+S). After 46 days, all groups were 
distributed into non-SR (NSR) or SR condition. Along the protocol, blood pressure 
and heart rate were assessed once a week. At the end, sexual behavior was 
evaluated and the animals were euthanized for blood and tissue collection. Results: 
The treatment with sildenafil was effective in reducing proteinuria, increase creatinine 
clearance, preserve renal morphology as well as to avoid the development of 
hypertension, excessive weight loss, decrease of testosterone, dyslipidemia, and 
increased pro-inflammatory cytokines IL-1α, TNFα, and IL-17, although after SR 
these effects were attenuated. There was an improvement of sexual function in 
CKD+S animals. Survival was also significantly increased by the treatment, reducing 
75% the risk of mortality. In the heart, the gene expression of eNOS and ACE2 
selectively increased in CKD+NSR, explaining in part the reduction of hypertension in 
this group. However, increased heart NOX2 expression was associated with higher 
levels of aldosterone in sildenafil treated animals, mainly in CKD+S+SR group. In the 
kidney, the expression of eNOS was higher in CKD+S+NSR group compared to 
CKD+V+NSR and CKD+S+SR. In the testis, SR increased the expression of eNOS. 
Also, there was a reduction of DDAH1 and ACE2 in CKD+V animals compared to the 
others. In the cavernous, the expression of NOX2 was higher only in the CKD+V 
group, while eNOS and ACE2 were increased in CKD+S+NSR group. After SR, 
CKD+V+SR group presented increased penile expression of iNOS. Conclusion: The 
early chronic treatment with sildenafil plays a possible role in the therapy for CKD. 
Nevertheless, its effectiveness depends importantly on the sleep duration.  
 
Key-words: chronic kidney disease, nitric oxide, sildenafil, sleep restriction.  
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Introduction 
Chronic kidney disease (CKD) is a worldwide public health problem, with serious 
outcomes of kidney failure, cardiovascular disease, and premature death (Tangri et 
al, 2013). In fact, the number of cases has reached epidemic proportions in the last 
few years, affecting 10–16% of the adult population worldwide (Nagy, 2013). The 
increase in its prevalence has been highly associated with traditional factors such as 
diabetes and hypertension (Collins et al, 2013). However, recently other non-
traditional factors were found to be significantly associated with CKD, including 
inflammation, oxidative stress, endothelial dysfunction, and sleep disorders (Koga et 
al; Dummer et al, 2007).  
Often, patients with CKD exhibit anorexia (Mamoun, 1998), sexual dysfunction 
(Palmer, 1999), and sleep complaints (De Santo et al, 2008), conditions that together 
are closely related to a poor quality of life. Indeed, sleep disturbances are prevalent 
in CKD (>80%), including mostly insomnia, restless legs syndrome and sleep apnea 
(Gusbeth-Tatomir et al, 2007). Due to the constant exposure to stressful situations 
such as dialysis, diet, transplant and hospitalization, sleep restriction (SR) is also an 
intrinsic factor in the daily life of CKD patients. Importantly, sleep duration has been 
considered a predictor of proteinuria (Yamamoto et al, 2012) and it plays an 
important role in the cardiovascular (Mullington et al, 2009), immunological (Zager et 
al, 2007; Zager et al, 2012) and behavioral systems (Alvarenga et al, 2008; 
Alvarenga et al, 2009).  
Besides all advances in the dialysis methods and the renal transplantation, the CKD 
mortality is high, mainly in the end-stage, being mostly linked to cardiovascular 
events (Pun et al, 2009). Importantly, short sleepers, especially those with poor sleep 
quality, present increased risk of total cardiovascular events and coronary disease 
incidence, which strongly indicates that sleep duration and quality may be important 
when considering CKD prognosis (Hoevenaar-Blom et al). Nevertheless, it is 
unknown whether sleep loss can negatively impact CKD development, since this is a 
difficult and complex variable to control in patients. In addition, alternative treatments 
able to offset these comorbidities and the possible potentiating effects of SR in CKD 
evolution are not yet described, although it deserves great attention from the 
medicine field.  
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Notably, sildenafil, a phosphodiesterase type 5 inhibitor (PDE5i) implicated in the 
nitric oxide (NO) pathways, has been widely shown to effectively treat erectile 
dysfunction in CKD patients (Bellinghieri et al, 2001; Punzo et al, 2001; Chatterjee et 
al, 2004). Also, some basic studies have recently brought their attention to the non-
classical effects of sildenafil demonstrating, for example, improvement of renal 
function (Rodriguez-Iturbe et al, 2005; Tapia et al, 2012), attenuation of hypertension 
and myocardial damage (Rossoni et al, 2007), reduction of ischemia-reperfusion 
lesions (Choi et al, 2009; Oruc et al, 2010), and decrease of oxidative and 
inflammatory damages caused by diabetes (Jeong et al, 2009). However, none of 
them considered the influence of sleep in their analysis.  
Thus, the current study aimed to evaluate the chronic use of sildenafil as an 
alternative treatment to avoid CKD progression and its main comorbidities in an 
animal model as well as to reverse possible negative effects potentiated by SR, with 
the intention of adding important evidence for future therapeutic strategies.  
 
Materials and Methods 
Animals 
This study was performed using adult male and female Wistar rats (250–350 g) that 
were bred in the animal facility of the Centro de Desenvolvimento de Modelos 
Experimentais para a Medicina e Biologia (CEDEME - UNIFESP). The rats were 
maintained in a temperature-controlled room (23 ± 1°C) with a 12/12-hour light-dark 
cycle (lights on at 7 AM) and free access to food and water in individually ventilated 
cages. All of the procedures used in the present study complied with the Brazilian 
Arouca Law (#11794) as well as the National Institutes of Health guidelines, and 
were approved by the Ethical Committee of UNIFESP (#1972/09). Female rats were 
only used for the sexual behavior experiment as a stimulus for the male animals. The 
number of animals used was 10 per group.  
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Experimental design 
After the acquisition of sexual experience, the selected animals were randomly 
distributed into 4 groups: sham-operated treated with vehicle (CTRL+V), sham-
operated treated with sildenafil (CTRL+S), 5/6 nephrectomy-operated treated with 
vehicle (CKD+V) and 5/6 nephrectomy-operated treated with sildenafil (CKD+S). 
After 46 days, all groups were distributed into non-SR or SR for 10 days. The 
experimental protocol is shown in Figure 1. 
 
Training and sexual behavior evaluation 
Before randomization of the animals in the experimental groups, all rats were subject 
to training sessions to acquire sexual experience, once sexually-inexperienced male 
rats can display low performance. For this, we followed an established protocol that 
standardizes the degree of copulatory activity and avoids possible bias (Alvarenga et 
al, 2010). Twenty-four hours after the last training session, the rats with excellent 
sexual performance (e.g. animals that showed more than 70% ejaculation frequency 
during the training) were selected to enter the experimental protocol.  
Training and testing of sexual behavior was performed using a Plexiglas cylinder 
arena with a 45-cm diameter. Dim red lights were used to allow assessment in the 
dark phase of the light/dark cycle. A male was introduced into the arena 5 minutes 
before a female. Sexual receptivity in the female rats was established by 
subcutaneous administration of estradiol benzoate (10 μg/0.1mL of sesame oil; 
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) 48 and 24 hours prior to testing, followed by 
subcutaneous administration of progesterone (500 μg/0.1 mL of sesame oil; Sigma 
Chemical Co., St. Louis, MO) 4h prior to testing sexual behavior. Each test of sexual 
behavior lasted for 30 minutes after the introduction of the female, during which the 
following variables were evaluated: time to first mount; intromission and ejaculation 
latencies; total numbers of mounts (i.e., mounts with pelvic thrusting); intromissions 
(mounts with pelvic thrusting and penile insertion); and ejaculations. The copulation 
rate [number of intromissions/(number of mounts + number of intromissions)], inter-
intromission interval (III) (ejaculation latency/number of intromissions), and inter-
copulatory interval (ICI) [ejaculation latency/(number of intromissions+number of 
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mounts)] were also included in the analysis (Meisel, Sachs, 1994). Sexual activity 
index was calculated as described by Agmo and colleagues (Agmo et al, 1987). 
 
Induction of CKD 
After sexual training, the selected animals were randomly assigned to either the 
CTRL or the CKD group. To induce CKD we followed the protocol of 5/6 
nephrectomy (NX5/6), based on the right kidney removal and an infarction of 2/3 of 
the left kidney through ligature of 2 from the 3 major branches of the left main renal 
artery (Strauch, Gretz, 1988; Hirotsu et al, 2010; Hirotsu et al, 2011). The CTRL 
group underwent a sham surgery similar to the NX5/6, but only with laparotomy and 
handling of the renal pedicles. All animals received anesthesia with ketamine and 
xylazine (40 mg/kg and 20 mg/kg of body weight, respectively, i.p.) using strict 
hemostasis and aseptic techniques. Immediately after the surgery, both the CTRL 
and CKD rats received penicillin (20,000U in 0.1mL, i.m.) and sodium diclofenac (25 
mg/mL, i.p.) to prevent infection and provide analgesia. Gavage with ibuprofen (30 
mg/kg) was done up to 3 consecutive days if animals displayed any pain signal in the 
post-surgical.  
 
Sildenafil treatment 
The early chronic treatment with sildenafil citrate (Medley, Sao Paulo, Brazil) began 
after 5 days of NX5/6 or sham surgeries following the protocol described elsewhere 
(2.5 mg/kg/day - gavage) (Rodriguez-Iturbe et al, 2005; Yaguas et al, 2010). The 
tablets were crushed to powder with assistance of an electric analytical mill (Synth, 
São Paulo, Brasil). Since the sildenafil powder is not water soluble, the dose was 
suspended in distilled water by vigorous agitation immediately prior to administration, 
as previously done by other studies with water insoluble drugs (Romero et al, 1999). 
To control treatment effects, a vehicle group was included and it received distilled 
water daily in the same conditions as sildenafil treated animals.  
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Sleep restriction (SR) 
The SR protocol was based on the technique used for the paradoxical sleep 
deprivation which is based on the muscle atonia that accompanies paradoxical sleep 
(Machado et al, 2005). The difference in the SR protocol was that the rats were kept 
on the platforms for 20 hours (beginning at 4 PM) and allowed to sleep for 4 hours 
(from 10 AM to 4 PM) in their home cages every day for 10 days (Thomal et al, 
2010), providing partial compensation for sleep loss (Machado et al, 2005).  Briefly, 
18 narrow circular platforms (6.5 cm in diameter), were placed inside a tiled tank (123 
x 44 x 44 cm) filled with water to within 1 cm of the upper border of the platform. The 
SR animals were placed on the platforms (exceeding number) in an arrangement that 
allowed them to move inside the tank, jumping from one platform to the other. Two 
days before the beginning of the study, the animals were adapted to the water tank 
for a period of 1 hour to avoid unnecessary drops in the water. For control of SR, 
non-SR groups (NSR) remained in their home cages (3 animals/ cage) until the end 
of the experimental protocol. The home-cage group still shows the most reliable and 
least stressful environment for non-sleep deprived rats. Thus, we did not include 
large platform or the same arena without nesting/bedding materials, because these 
types of controls also demonstrate hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis 
activation, which is not considered an ideal control. Moreover, large-platforms control 
rats present disturbed sleep architecture that could interfere in this study (Kitka et al, 
2009). 
 
Blood pressure and heart rate assessment 
The systolic blood pressure (SBP) and heart rate (HR) were evaluated once a week 
by noninvasive tail plethysmography using an automated sphyNSRomanometer 
(Narco Bio Systems, Austin, TX, USA). For dilation of the tail artery and better 
verification of the pressure pulse, all animals were first let in a wood box with red light 
on inside (30x30x15 cm) and small holes in the surface for gas exchange during 5 
minutes. All animals were initially adapted to this evaluation in order to avoid the 
influence of stress and movements during the data acquisition. Adaptation was done 
2 times per day during 3 days before starting the assessments. Although this was an 
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indirect methodology, it allowed evaluating SBP and HR along time in the same 
animal. Acquisition of data was recorded in real time through an analog-digital 
platform PowerLab (PowerLab  ADInstruments, Australia) and subsequent analysis 
was performed with LabChart 5.0 software (ADInstruments, Australia). 
 
Urine and blood collection 
After 8 weeks of the experimental design, the animals were placed in metabolic 
cages (Tecniplast, Buguggiate, Italy) for 24 hour-urine collection. Three days before, 
they were presented to the metabolic cages during 30 minutes for habituation to the 
new environment. The urine was collected in a refrigerated plexyglas tube (2-8ºC) 
and the total volume was recorded, aliquoted and, kept at -20ºC for subsequent 
analysis. After urine collection, animals were euthanized by decapitation. Blood 
samples were collected in glass and EDTA containing tubes, and centrifuged at 3500 
rpm for 15 minutes at room temperature for serum isolation and 4ºC for plasma 
separation. Then, aliquots were frozen at -20°C until biochemical, hormonal and 
inflammatory analysis. Also, samples of left kidney, heart (left ventricle), left testis 
and corpus cavernosum were collected, rapidly frozen in dry ice and kept at -80ºC 
until the assessment of molecular parameters.  
 
Biochemical analysis 
Renal function and metabolic profile were assessed by measuring the concentrations 
of serum urea, creatinine, uric acid, sodium and potassium electrolytes, glucose, 
triglyceride, total cholesterol, and fractions as well as urinary levels of creatinine, 
protein, sodium, and potassium using an automated method (ADVIA 1650, Bayer 
Corporation, New York, USA) (Andersen et al, 2005). Urinary sodium/creatinine and 
protein/creatinine ratios were calculated once they can also reflect the renal function. 
Additionally, plasma cystatin C and β2-microglobuline were assessed through 
multiplex assay kits (Millipore) in the Luminex100™ platform.  
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Hormonal analysis 
Hormonal profiles were evaluated based on plasma levels of corticosterone, 
adrenocorticotrophic hormone (ACTH), luteinizing hormone (LH), follicle stimulating 
hormone (FSH) and aldosterone as well as serum levels of estradiol, progesterone 
and testosterone. Corticosterone concentrations were assayed with a double-
antibody radioimmunoassay method using a commercial kit that is specific for rats 
(MP Biomedicals). The ACTH concentrations were determined according to a 
sequential chemiluminescence immunometric method using a monoclonal murine 
antibody that is specific for ACTH (DPC Immulite). The LH and FSH levels were 
determined through multiplex assay kits (Millipore) in the Luminex100™ platform. All 
remaining hormones were assessed trough automated method (ADVIA 1650, Bayer 
Corporation, New York, USA). 
 
Inflammatory analysis 
A cytokine analysis was performed on the collected plasma samples using multiplex 
assay kits (Millipore) and read on a Luminex100™ platform. Samples were prepared 
according to the manufacturer’s recommendation and cytokine levels were assessed 
by multiplex analysis. The pro-inflammatory cytokines analyzed were interleukin (IL)-
1α, IL-6, IL-17 and tumor necrosis factor alpha (TNFα). 
 
Histology 
Left kidney was fixed in 10% formalin and right testis was fixed in Alfac solution (85% 
alcohol, 10% formalin and 5%acetic acid). After 24 hours, both tissues were 
processed for inclusion in paraffin. Longitudinal sections of 4 µm were stained with 
Hematoxylin-Eosin (HE). Histological parameters were assessed through optical 
microscopy (Olympus® Bx71, Olympus, Tokyo, Japan) and the Image-Pro Plus 
software 6.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, USA). For assessment of kidney 
morphology, 20 glomeruli of each slide was analyzed for each rat (N=5/group) in 40x 
magnification. The following parameters were evaluated: external and internal 
glomerular diameter and external and internal glomerular area (Akaoka et al, 1994; 
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Danilewicz, Wagrowska-Danilewicz, 1998). The glomerular area was calculated 
through the equation π X R2, where π is equivalent to 3.142 and R means the 
diameter (D)/2 or radius (van Bamme, Koudstaal, 1976). Regarding testis 
morphology, round or elliptical tubule profiles with a clear lumen were sampled using 
a test frame according to the unbiased forbidden-line rule, and their diameter of a 
circular profile was measured (30 seminiferous tubules/animal) (Gundersen, Jensen, 
1987). The diameter of seminiferous tubules with profiles that were round or nearly 
round were measured and the mean determined by taking the average of two 
diameters at right angles, D1 and D2. They were taken only when D1/D2 ratio was 
greater than 0.85 (1.0 is equal to a perfect circle). This is to eliminate longitudinal 
profiles which might exhibit different degrees of damage along their length or show 
irregular shrinkage. Cross-sectional area of the seminiferous tubules was determined 
by the equation (D2 X π)/4, where D is the mean diameter of the seminiferous 
tubules.  
 
Gene expression 
Total RNA was extracted from the kidney, heart, testis and corpus cavernosum using 
Trizol reagent (Invitrogen) according to the instructions of the manufacturer. After 
extraction, RNA was evaluated by electrophoresis in agarose gel to assure integrity 
of the 18S and 28S ribosomal subunits. Then, total RNA (2 µg) was reverse 
transcribed into cDNA using the High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life 
Technologies) following the instructions of the manufacturer. Reverse transcription 
was performed at 25°C for 10 min, 37°C for 120 min, and 85°C for 5 min. 
Amplification (400 ng of cDNA) and detection was performed using an Assay-on-
Demand and TaqMan 5 fluorogenic nuclease chemistry in an Applied Biosystems 
7500 Real-Time PCR system (Applied Biosystems). A 2 stage cycle (hold stage of 
50°C for 2 min and 95°C for 10 min followed 95°C for 15s and 60°C for 1 min) was 
repeated 40 times followed by a dissociation stage.  
Identifications of primers for nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) 
oxidase (NOX)-subunit 2 (Cybb or NOX2) and -subunit 4 (NOX4), rat inducible nitric 
synthase (NOS2 or iNOS), rat endothelial nitric oxide synthase (NOS3 or eNOS), rat 
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dimethylarginine dimethylaminohydrolase 1 (DDAH1), rat superoxide dismutase 1 
(SOD or CuZnSOD), rat catalase (CAT), and rat angiotensin converting enzyme 2 
(ACE2) were Rn00576710_m1, Rn00585380_m1, Rn00561646_m1, 
Rn02132634_s1, Rn00574200_m1, Rn00566938_m1, Rn00560930_m1 and 
Rn01416293_m1, respectively. Endogenous controls genes chosen for normalization 
were β-actin (reference sequence NM_031144) and glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH) (reference sequence NM_017008), whose primer 
sequences (5'-3') are respectively: AGCGTGGCTACAGCTTCACC / 
AAGTCTAGGGCAACATAGCACAGC and TGCCCCCATGTTTGTGATG / 
GCTGACAATCTTGAGGGAGTTGT. The expression fold changes of all genes were 
calculated by the 2-ΔΔCT method (Livak et al, 2000) using only β-actin as the 
normalization factor since GAPDH differed between groups.  
 
Statistical analysis 
All data that did not met the assumptions of normality (Kolgomorov-Smirnov’s test) 
and homogeneity (Levene’s test) were Z-score transformed for suitable parametric 
evaluation. General linear model analysis (GLM) was used to investigate the effects 
of disease (CTRL or CKD), treatment (Vehicle or Sildenafil), sleep (non-SR or SR) 
and their multiple interactions for all continuous variables. Differences between 
groups for interaction effects were assessed by Bonferroni’s post-hoc test. Body 
weight gain, blood pressure and heart rate were assessed by repeated measures-
GLM analysis, including 8 time points. Chi-square was applied to compare 
frequencies of survival, mount, intromission and ejaculation. Differences between 
groups were analyzed through adjusted residual. Kaplan-Meier was used to compare 
survival between groups and cumulative hazard ratio through Log Rank (Mantel-cox) 
way.  
Binary logistic regression was used to determine the odds ratio of disease, treatment 
and sleep factors regarding mortality as well as mount, intromission and ejaculation 
display using the backward-conditional method and Hosmer-Lemeshow goodness-of-
fit. To determine the possible predictors of creatinine clearance, proteinuria, ΔSBP, 
ΔHR, SAI, total number of intromissions, intromission latency and testosterone levels, 
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dummy variables (Disease, Treatment and Sleep categories) added to all variables 
presenting a significant correlation with these independent variables (p<0.01) were 
included in a multiple linear regression model using the stepwise procedure. 
Statistical significance was set at p<0.05. Data are reported as means ± standard 
error of the mean (SEM). All analyses were performed using SPSS 17 (SPSS Inc., 
Chicago, IL, USA). 
 
Results 
Disease evolution 
The disease evolution is shown in Figure 2. Body weight presented significant effects 
of Disease (F1,94=23.8, p<0.0001), Sleep (F1,94=4.3, p<0.05), Time (F8,87=82.8, 
p<0.0001), Disease*Treatment interaction (F1,94=3.1, p<0.05), Time*Disease 
interaction (F8,87=42.5, p<0.0001), and Time*Sleep interaction (F8,87=9.6, p<0.0001) 
(Figure 2A). Basically, CKD+V groups had lower body weight compared to CTRL+V 
groups and SR was caused body weight loss in the 8th week. Similarly, body weight 
loss showed Disease (F1,102=160.4, p<0.0001), Sleep effects (F1,102=32.9, p<0.0001) 
and Disease*Treatment interaction (F1,102=5.1, p<0.05). The decrease in body weight 
was higher in CKD+V and CKD+S groups compared to CTRL+V and CTRL+S, 
respectively. However, CKD+S animals presented lower body weight loss in relation 
to CKD+V (Figure 2B). Regarding the survival of the animals during the experimental 
protocol, the percentage of deaths differed between groups (χ2=34.0, df=7, p<0.0001, 
N=107) (Figure 2C). The differences obtained by adjusted residual show the 
descending order of mortality: CKD+V+SR (4.3) > CKD+V+NSR (2.2) > CKD+S+SR 
(0.6) > CKD+S+NSR (0.4) > CTRL+V+NSR (-2.0) = CTRL+V+SR (-2.0) = 
CTRL+S+NSR (-2.0) = CTRL+S+SR (-2.0). Similarly, Kaplan-Maier analysis showed 
increased mortality in the CKD+V compared to the CKD+S groups independent of SR 
(χ2=35.3, df=7, p<0.0001) (Figure 2D). Cumulative hazard ratio of CKD+V+NSR and 
CKD+V+SR groups was 2.6 and 5.1, respectively. Table 1 depicts the model with the 
most favorable Hosmer-Lemeshow goodness-of-fit (χ2=2.5, df=6, p>0.05) and the 
corresponding odds ratio (OR) of independent predictors of mortality (-2LL=82.6, 
p<0.0001, χ2=33.7, Nagelkerke=0.27, Cox&Snell=0.41). The analysis revealed that 
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only the treatment with sildenafil was statistically considered a predictor of the 
mortality, showing that it was responsible to avoid 75% of mortality. On the other 
hand, CKD was able to increase up to 34 times the mortality risk. 
 
Renal function 
Renal function data are presented in Figure 3. Creatinine clearance showed 
significant effects of Disease (F1,61=194.7, p<0.0001), Treatment (F1,61=12.7, 
p<0.001), Sleep (F1,61=23.3, p<0.0001), Disease*Treatment interaction (F1,61=15.4, 
p<0.0001) and Disease*Treatment*Sleep interaction (F1,61=3.7, p<0.05) (Figure 3A). 
Post-hoc analysis revealed reduction of creatinine clearance in CKD+V+NSR, 
CKD+V+SR, CKD+S+NSR, CKD+S+SR compared to the respective groups 
CTRL+V+NSR, CTRL+V+SR, CTRL+S+NSR and CTRL+S+SR (p<0.05) (Figure 3B). 
Moreover, an improvement of creatinine clearance was observed in CKD+S groups 
when compared to CKD+V groups. However, SR was able to worse renal function 
once it reduced creatinine clearance in CTRL+V+SR and CKD+S+SR in relation to 
the respective groups CTRL+V+NSR and CKD+S+SR (p<0.05). Proteinuria also 
showed significant effects of Disease (F1,61=256.1, p<0.0001), Treatment 
(F1,61=98.7, p<0.0001), Sleep (F1,61=22.5, p<0.0001), Disease*Treatment 
interaction (F1,61=102.0, p<0.0001) and Disease*Treatment*Sleep interaction 
(F1,61=0.3, p<0.05) (Figure 3B). Post-hoc analysis revealed increased proteinuria in 
CKD+V+NSR, CKD+V+SR and CKD+S+SR compared to CTRL+V+NSR, 
CTRL+V+SR and CTRL+S+SR, respectively (p<0.05). Also, sildenafil treatment 
reduced proteinuria in CKD+S groups compared to CKD+V, independent of SR 
(p<0.05). Also, analysis of urinary protein/creatinine ratio showed significant effect of 
Disease (F1,61=126.5, p<0.0001), Treatment (F1,61=62.5, p<0.0001), Sleep 
(F1,61=59.3, p<0.0001), Disease*Treatment interaction (F1,61=61.8, p<0.0001) and 
Disease*Treatment*Sleep interaction (F1,61=22.3, p<0.0001) (Figure 3C). Post-hoc 
test revealed increased urinary protein/creatinine ratio in CKD+V+NSR, CKD+V+SR 
and CKD+S+SR when compared to the respective groups CTRL+V+NSR, 
CTRL+V+SR and CTRL+S+SR (p<0,05). Treatment with sildenafil was able to 
attenuate loss of kidney function as CKD+S groups presented lower urinary 
protein/creatinine ratio than CTRL+V (p<0.05), independent of SR. Also, SR did 
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potentiate CKD in both CKD+V+SR and CKD+S+SR groups compared to 
CKD+V+NSR and CKD+S+NSR, respectively.  
Analysis of urinary sodium/creatinine ratio also demonstrated effects of Disease 
(F1,61=16.8; p<0.0001), Treatment (F1,61=5.1, p<0.05), Sleep (F1,61=17.6, p<0.0001), 
Disease*Treatment interaction (F1,61=7.1, p<0.01) and Disease*Treatment*Sleep 
interaction (F1,61=5.8, p<0.05) (Figure 3D). Post-hoc test showed increased urinary 
sodium/creatinine ratio in CKD+V+SR group when compared to CTRL+V+SR, 
CKD+S+SR and CKD+V+NSR (p<0.05). Serum levels of urea showed effects of 
Disease (F1,121=77.8, p<0.0001), Treatment (F1,121=4.4, p<0.05), Disease*Treatment 
interaction (F1,121=3.3, p<0.05) and Disease*Treatment*Sleep interaction (F1,121=2.1, 
p<0.05) (Figure 3E). Comparison between groups revealed increased levels of urea 
were found in CKD+V+NSR compared to CTRL+V+NSR and CKD+S+NSR (p<0.05). 
However, after SR there was an increase of urea levels in both CKD+V+SR and 
CKD+S+SR groups compared to the respective CTRL+V+SR and CTRL+S+SR 
groups (p<0.05). Regarding plasma levels of cystatin C levels (Figure 3F), there was 
significant effects of Disease (F1,52=24.8, p<0.0001), Sleep (F1,52=8.5, p<0.01) and 
Disease*Treatment interaction (F1,52=5.0, p<0.05), demonstrated by protector effect 
of sildenafil, once  CKD+V groups presented higher levels of cystatin C compared to 
both CTRL+V and CKD+S, independent of SR (p<0.05). In relation to the kidney 
morphology, it was observed great commitment of the kidney histology from 
CKD+V+NSR and CKD+V+SR groups, characterized by general loss of glomerular 
structure, atrophic tubules with thickening of the basement membrane, containing 
hyaline casts, chronic inflammatory infiltrate and hyperproliferation of extracellular 
matrix. Importantly, CKD+S+NSR showed preserved structure, although after SR 
some alterations were observed such as tubular hypertrophy, pro-inflammatory 
infiltrate and deposition of hyaline casts (Figure 3G and 3H). Additional data from 
renal function can be obtained in the Supplementary Material (Figure S1 and S2). 
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Cardiovascular system 
Cardiovascular system data are shown in Figure 5.  Statistical analysis of SBP along 
8 weeks (Figure 4A) showed significant effects of Disease (F1,73=522.9, p<0.0001), 
Treatmet (F1,73=259.3, p<0.0001), Sleep (F1,73=8.2, p<0.01), Disease*Treatment 
interaction (F1,73=270.7, p<0.0001), Time (F7,67=61.4, p<0.0001), Time*Disease 
interaction (F7,67=48.0, p<0.0001), Time*Treatment (F7,67=28.0, p<0.0001), 
Time*Sleep interaction (F7,67=3.3, p<0.01) and Time*Disease*Treatment interaction 
(F7,67=31.4, p<0.01). Post-hoc test revealed difference in SBP of CKD+S groups 
compared to CTRL+S and CKD+V on the 2nd, 6th, 7th and 8th weeks (p<0.05). Also, 
CKD+V presented higher SBP than CTRL+V and CKD+S groups from 2nd to 8th 
weeks (p<0.05). Regarding ΔSBP data, there was significant effect of Disease 
(F1,73=182.2, p<0.0001), Treatment (F1,73=74.9, p<0.0001), Sleep (F1,73=15.3, 
p<0.0001), Disease*Treatment interaction (F1,73=78.6, p<0.0001) and 
Disease*Treatment*Sleep (F1,73=1.47, p<0.05) (Figure 4B). Post-hoc analysis 
showed increased ΔSBP in CKD+V groups compared to both CTRL+V and CKD+S 
groups (p<0.05). Also, increase ΔSBP was observed in CKD+S+SR compared to 
both CTRL+S+SR and CKD+S+NSR groups (p<0.05).  
Analysis of HR along 8 weeks demonstrated statistical effects of Disease (F1,74=51.1, 
p<0.0001), Sleep (F1,74=11.3, p<0.001), Disease*Treatment interaction (F1,74=9.3, 
p<0.01), Time (F7,68=11.3, p<0.0001), Time*Disease interaction (F7,68=7.3, 
p<0.0001), Time*Treatment interaction (F7,68=3.5, p<0.001), Time*Sleep interaction 
(F7,68=9.1, p<0.0001), Time*Disease*Treatment interaction (F1,68=5.4, p<0.0001) 
(Figure 4C). Post-hoc analysis revealed increased HR in CKD+V groups compared to 
CTRL+V from 2nd to 8th week as well as in CKD+S groups compared to CTRL+S on 
6th and 7th weeks. Also, decreased HR was observed in CKD+S compared to CKD+V 
groups on 2nd and 3rd weeks. Similarly, analysis of ΔHR showed effects of Disease 
(F1,74=40.4, p<0.0001), Sleep (F1,74=23.2, p<0.0001) and Disease*Treatment*Sleep 
interaction (F1,74=3.2, p<0.05), once increased ΔHR was observed in CKD+V+NSR, 
CKD+V+SR and CKD+S+SR compared to CTRL+V+NSR, CTRL+V+SR and 
CTRL+S+SR, respectively (p<0.05) (Figure 4D). Also, CKD+S+NSR had lower ΔHR 
compared to CKD+V+NSR group, while CKD+S+SR presented higher ΔHR 
compared to CKD+V+SR. Also, CTRL+S+SR had higher ΔHR compared to 
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CTRL+S+NSR (p<0.05) as well as CKD+S+SR if compared to CKD+S+NSR 
(p<0.05).  
Regarding heart gene expression of NOX2, significant effect of Disease (F1,69=10.8, 
p<0.01), treatment (F1,69=7.1; p<0.01) and Disease*Treatment interaction (F1,69=6.7; 
p<0,05; eta=0,09; poder=0,73) (Figure 4E). Increased expression of heart NOX2 was 
observed in CKD+S group compared to CTRL+S and CKD+V, independently from 
SR. Also, heart gene expression of NOX4 revealed effect of treatment (F1,70=5.6, 
p<0.05), Sleep (F1,70=20.2, p<0.0001), and Disease*Treatment*Sleep interaction 
(F1,70=2.7, p<0.05). Multiple comparisons showed higher expression of heart NOX4 in 
the CKD+S+NSR group in relation to CKD+V+NSR (Figure 4F). Moreover, SR 
reduced heart NOX4 expression in CTRL+S+SR and CKD+S+SR groups I compared 
to CTRL+S+NSR and CKD+S+NSR, respectively. Statistical analysis of iNOS 
expression from heart demonstrated only Disease*Tratment*Sleep interaction 
(F1,67=5.4, p<0.05), represented by the increase of cardiac iNOs in CKD+S+NSR 
compared to CTRL+S+NSR and CKD+V+NSR (p<0.05) (Figure 4G). After SR, 
reduction of iNOS was observed in CKD+S+SR group compared to CKD+S+NSR 
(p<0.05). Similarly, heart gene expression of eNOS showed effects of Treatment 
(F1,70=5.0, p<0.05) and Disease*Treatment*Sleep interaction (F1,70=3,9, p<0.05), 
revealing increased expression of cardiac eNOS in CKD+S+NSR group compared to 
CKD+V+NSR (p<0.05) (Figure 4H). After SR, however, there was a reduction in 
CKD+S+SR group compared to CKD+S+NSR (p<0.05). Regarding the heart gene 
expression of CAT, there was significant effects of Disease (F1,70=13.0, p<0.001) and 
Disease*Treatment interaction (F1,70=3.2, p<0.05), showing a small reduction in 
CKD+S compared to CTRL+S, independently from SR (Figure 4I). In addition, gene 
expression of ACE2 from the heart revealed significant effects of Sleep (F1,70=3.8, 
p<0.05) and Disease*Treatment*Sleep interaction (F1,70=9.4, p<0.01), showing 
increased expression of cardiac ACE2 in CKD+S+NSR group compared to 
CKD+V+NSR (p<0.05) (Figure 4J). Moreover, SR reduced ACE2 gene expression in 
the heart of CTRL+V+SR and CKD+S+SR groups if compared to CTRL+V+NSR and 
CKD+S+NSR, respectively (p<0.05). Also, within the SR groups there was a 
significant increase of the cardiac ACE2 expression  in CTRL+S+SR group compared 
to CTRL+V+SR and CKD+S+SR (p<0.05). No changes were observed in the gene 
expression of cardiac SOD (data not shown).  
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Sexual behavior 
Regarding the data from sexual behavior training, no differences were found between 
the groups (Wilks=0.47, F35,1202=0.68, p=0.90) (Table S1). Data from sexual behavior 
experiments are shown on Figure 6. Analysis of mount latency demonstrated 
significant effects of Disease (F1,99=22.3, p<0.0001), Treatment (F1,99=11.4, p<0.001),  
Disease*Treatment interaction (F1,99=10.1, p<0.01), showing increased mount 
latency only in the CKD+V group compared to CTRL+V and CKD+S (Figure 5A), 
independent of SR. For intromission latency, the results revealed effects of Disease 
(F1,102=38.7, p<0.0001), Treatment (F1,102=16.5, p<0.0001), Sleep (F1,102=7.4, 
p<0.01), Disease*Treatment interaction (F1,102=36.9, p<0.0001) and 
Disease*Treatment*Sleep interaction (F1,102=11.5, p<0.001) (Figure 5B). Post-hoc 
analysis demonstrated increase of intromission latency in both CKD+V groups SR or 
NSR compared to their respective CTRL+V (SR or NSR) and CTRL+V (SR or NSR). 
Also, CTRL+S+SR presented significant decrease of intromission latency compared 
to CTRL+S+NSR group. Analysis of ejaculation latency also showed effects of 
Treatment (F1,103=7.4, p<0.01) and Disease*Treatment interaction (F1,103=15.0, 
p<0.0001), represented by the decreased ejaculation latency observed in CKD+S 
group compared to CTRL+S and CKD+V (Figure 5C).  Analysis of total number of 
mounts demonstrated only Sleep effect (F1,108=3.9, p<0.05) (Figure 5D).  Differently, 
the total number of intromissions revealed significant effects of Disease (F1,108=10.4, 
p<0.001), Treatment (F1,108=8.5, p<0.001), Sleep (F1,108=11.8, p<0.01), 
Disease*Treatment interaction (F1,108=19.3, p<0.0001), showing decreased total 
number of intromissions in CKD+V group compared to CTRL+V and CKD+S, 
independently from SR (Figure 5E).  
In relation to the total number of ejaculation, statistical analysis demonstrated effect 
of Treatment (F1,108=4.0, p<0.05), Disease*Treatment interaction (F1,108=8.2, p<0.01) 
and Disease*Treatment*Sleep interaction (F1,108=0.6, p<0.05), highlighting the 
increase of total number of ejaculation in CKD+S+NSR group compared to 
CTRL+S+NSR and CKD+V+NSR (Figure 5F). Also, CKD+S+SR group presented 
higher number of ejaculation compared to CKD+V+SR, as well as CTRL+S+SR 
group compared to CTRL+S+NSR. Regarding SAI, the analysis showed significant 
effects of Disease (F1,109=136.2, p<0.0001), Treatment (F1,109=6.2, p<0.05), 
Disease*Treatment interaction (F1,109=4.1, p<0.05) and Disease*Treatment*Sleep 
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interaction (F1,109=6.9, p<0.01) (Figure 5G). Post-hoc analysis revealed significant 
reduction of SAI in CKD+V group compared to CTRL+V and CKD+S, independent 
from SR. Also, CTRL+S+SR group presented higher SAI than CTRL+S+NSR. For 
the copulatory rate, the analysis showed significant effect of Disease (F1,105=11.8, 
p<0.001), Treatment (F1,105=8.0, p<0.01), Sleep (F1,105=7.0, p<0.01) and 
Disease*Treatment interaction (F1,105=30.5, p<0.0001), represented by the increase 
copulatory rate observed in CKD+V group compared to CTRL+V and CKD+S 
(p<0.05) (Figure 5H). Additional data from the sexual behavior test are available in 
the Supplementary Material (Table S1 to S3).  
 
Reproductive system 
Gene expression of NOX2, NOX4, iNOS, eNOS and ACE2 from corpus cavernosum 
is represented in Figure 6A to 6E. Analysis of NOX2 demonstrated significant effects 
of Treatment (F1,69=18.2, p<0.0001) and Disease*Treatment*Sleep interaction 
(F1,69=1.1, p<0.05), revealing increase in CKD+V+NSR group compared to 
CTRL+V+NSR e CKD+S+NSR (p<0.05), as well as in CKD+V+SR compared to 
CKD+S+SR (p<0.05) (Figure 6A). Also, a significant reduction of NOX2 from corpus 
cavernosum of CTRL+S+SR group was observed in comparison to CTRL+V+SR 
(p<0.05). In parallel, the expression of NOX4 of the corpus cavernosum showed only 
Disease*Treatment interaction effect (F1,71=8.2, p<0.01), reveling reduction in CKD+S 
group compared to CTRL+S and CKD+S, independently from SR (p<0.05) (Figure 
6B). Regarding iNOS expression, the analysis showed Disease*Treatment*Sleep 
interaction effect (F1,66=0.30, p<0.05), represented by an increase of iNOS 
expression in the corpus cavernosum of CKD+V+SR group compared to 
CKD+V+NSR (p<0.05) (Figure 6C). On the other hand, penile expression of eNOS 
showed significant effects of Treatment (F1,70=19.6, p<0.0001) and 
Disease*Treatment interction (F1,70=4.0, p<0.05), revealing increase in its expression 
of corpus cavernosum from CKD+S group compared to CKD+V, independent of SR 
(p<0.05) (Figure 6D). In relation to ACE2 expression in the penile tissue, it was only 
observed Disease*Treatment*Sleep interaction effect (F1,58=4.1, p<0.05) showing an 
important increase in both  CKD+S+NSR and CTRL+S+SR groups if compared to 
CTRL+S+NSR (p<0.05) (Figure 6E). Regarding the morphology of the testis, it was 
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observed an important commitment in the size, structure and organization of the 
seminiferous tubules of both CKD+V+NSR and CKD+V+SR groups, tending to tissue 
degeneration. However, CKD+S+NSR showed preserved testicular morphology 
comparable to CTRL+V+NSR and CTRL+V+SR. After SR, CKD+S+SR group 
revealed a certain degree of tissue disorganization and increased intertubular space 
similar also to CTRL+S+NSR group (Figure 6F). Quantitatively, germinal epithelium 
height showed significant effects of Disease (F1,64=6.5, p<0.05), Treatment 
(F1,64=11.4, p<0.001), Sleep (F1,64=11.7, p<0.001) and Disease*Treatment interaction 
(F1,64=21, p<0.0001), revealing a reduction in CKD+V group compared to both 
CTRL+V and CKD+S, independently from SR (p<0.05) (Figure 6G). 
In relation to the seminiferous tubules area, the analysis demonstrated significant 
effects of Treatment (F1,64=5.0, p<0.05), Disease*Treatment interaction (F1,64=10.8, 
p<0.01) and Disease*Treatment*Sleep interaction (F1,64=3.3, p<0.05), showing 
important reduction in both CKD+V+NSR and CKD+V+SR if compared to 
CTRL+V+NSR and CTRL+V+SR, respectively (p<0.05) (Figure 6H). Moreover, 
CTRL+S+NSR group showed smaller seminiferous tubules area than both 
CKD+S+NSR and CTRL+V+NSR groups. Also, seminiferous tubules area of 
CKD+S+NSR and CKD+S+SR groups were higher than CKD+V+NSR and 
CKD+V+SR, respectively (p<0.05). Additional data from testicular gene expression 
are shown in the Supplementary Material (Figure S3). 
 
Hormonal profile 
Data about the hormonal profile are represented on Figure 7. Statistical analysis of 
testosterone levels showed significant effects of Disease (F1,127=12.9, p<0.0001), 
Treatment (F1,127=4.1, p<0.05), Sleep (F1,127=34.1, p<0.0001) and 
Disease*Treatment interaction (F1,127=1.63, p<0.05) (Figure 7A). Post-hoc test 
revealed decrease of testosterone levels in CKD+V+NSR group compared to 
CTRL+V+NSR and CKD+S+NSR (p<0.05) as well as in CTRL+V+SR, CKD+V+SR 
and CKD+S+SR in relation to the respective groups CTRL+V+NSR, CKD+V+NSR 
and CKD+S+NSR (p<0.05). The results from progesterone levels showed significant 
effects of Sleep (F1,131=5.9, p<0.05) and Disease*Treatment*Sleep interaction 
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(F1,131=0.9, p<0.05), represented by the increase of progesterone levels in 
CKD+V+SR group compared to CKD+V+NSR (Figure 7B). Regarding LH levels, the 
analysis demonstrated only Disease*Treatment*Sleep interaction (F1,37=23.3, 
p<0.0001), showing significant decrease in CTRL+S+NSR group compared to 
CTRL+V+NSR (p<0.05) as well as in CKD+V+NSR group compared to both 
CTRL+V+NSR and CKD+S+NSR (p<0.05) (Figure 7C).  
Also, CKD+S+NSR group presented higher levels of LH compared to CTRL+S+NSR 
and CKD+S+SR (p<0.05). Analysis of FSH levels showed significant effects of Sleep 
(F1,41=4.8, p<0.05) and Disease*Treatment*Sleep interaction (F1,41=10.5, p<0.01), 
demonstrating increased levels of FSH in CTRL+S+SR group compared to 
CTRL+S+NSR and CTRL+V+SR (p<0.05) (Figure 7D). No effects were observed for 
estradiol levels (Figure 7E). Regarding the stress-related hormone ACTH, there was 
significant effects of Disease (F1,129=9.3, p<0.01), Sleep (F1,129=19.2, p<0.0001) and 
Diseae*Treatment*Sleep interaction (F1,129=3.0, p<0.05), showing increase in 
CKD+S+SR group compared to CKD+S+NSR and CTRL+S+SR (p<0.05) as well as 
in CKD+V+SR compared to CTRL+V+NSR (p<0.05) (Figure 7F). The analysis of 
corticosterone levels in turn showed significant effects of Disease (F1,90=8.9, p<0.01), 
Sleep (F1,90=41.5, p<0.0001) and Disease*Treatment*Sleep interaction (F1,90=7.3, 
p<0.01), which revealed increase of corticosterone levels in CTRL+V+SR, 
CTRL+S+SR and CKD+V+SR groups compared to CTRL+V+NSR, CTRL+S+NSR 
and CKD+V+NSR, respectively (p<0.05 (Figure 7G). In relation to aldosterone levels, 
statistical analysis demonstrated significant effects of Disease (F1,117=10.3, p<0.01) 
and Sleep (F1,117=8.3, p<0.01) (Figure 7H). Additional data from metabolism and 
inflammation are shown in the Supplementary Material (Figure S4 and Table S4). 
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Discussion 
The current study has demonstrated the renal, cardiovascular, metabolic, hormonal 
and behavioral consequences resulting from the early chronic treatment with 
sildenafil in CKD animals subjected to SR. Sildenafil was able to reduce important 
complications of CKD (such as body weight loss, uremia, dyslipidemia, 
hypogonadism, sexual dysfunction, hypertension and inflammation). On the other 
hand, SR potentiated CKD mainly by increasing loss of renal function and 
cardiovascular alterations accompanied by increase of HDL and aldosterone levels, 
hypokalemia, HPA axis activation, hypogonadism and increased levels of FSH, 
among others. Additionally, SR was able to attenuate many of the protective effects 
from sildenafil treatment, with exception of some of them such as the sexual 
behavior, total cholesterol and iron deficit.  
Regarding the disease evolution, some studies also demonstrated the body weight 
loss in CKD animals compared to controls, linking it to the appetite reduction due to 
increased uremic toxins (Mehls et al, 1977; Topczewska-Bruns et al, 2001). This may 
suggest that sildenafil reduced body weight loss by increasing appetite through 
improvement of renal function, which resulted in less uremia. In turn, SR led to 
decrease of body weight as already expected (Balestrieri et al, 1980; Everson, Wehr, 
1993; Martins et al, 2006). Also, survival was increased with sildenafil treatment as a 
result of the general improvement of the comorbidities. As pointed by the logistic 
regression model, sildenafil reduced mortality by 75% while SR did not represent a 
risk factor. However, death frequencies were higher in CKD animals which were 
sleep restricted compared to those that were not, independent of treatment type. 
Importantly, sildenafil was effective in reducing the rate of kidney function loss, and 
decreased significantly the proteinuria, uremia, tubulointersticial damage and 
glomerular hypertrophy, attenuating the reduction of creatinine clearance in CKD+S 
groups compared to CKD+V according to Rodriguez-Iturbe et al (Rodriguez-Iturbe et 
al, 2005). However, after SR both CKD+V+SR and CKD+S+SR groups had 
worsening in their renal function. In particular, our results showed that SR decreased 
serum creatinine levels, probably due to the loss of muscle mass induced by sleep 
deprivation(Skein et al, 2011), which can underestimate creatinine levels directly. 
Other studies also showed renoprotective effects of sildenafil, through reduction in 
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the apoptosis and necrosis of kidney cells (Medeiros et al, 2010; Akgul et al, 2011). 
Moreover, sildenafil treatment of cysplatin-induced nephropathy rats revealed 
decrease of serum creatinine levels associated with increased renal expression of 
iNOS and eNOS (Lee et al, 2009). Jeong and colleagues (Jeong et al, 2009) also 
showed in diabetic rats that sildenafil was able to reduce urinary albumin excretion 
and kidney volume in addition to an increase of iNOS cells and improvement of 
oxidative and inflammatory profile.  
Importantly, SR led to worsening of kidney function as well as attenuation of some 
protective effects of sildenafil. Many alterations of kidney gene expression such as 
increase of NOX2 and iNOS as well as reduction of NOX4, eNOS, CAT, SOD, ECA2 
and DDAH1 were associated to CKD itself, suggesting participation of the oxidative 
stress. Kinoshita and colleagues (Kinoshita et al, 2011) demonstrated the increase of 
NOX2 in the kidney from an animal model of glomerulonephritis, which was reversed 
with angiotensin 2 blocker (type 1). Furthermore, NOX2 knockout mice (gp91phox-/y) 
are protected of kidney dysfunction through reduction of endoplasmic reticulum 
stress and apoptosis (Li et al, 2010). However, diabetic rats knockout for NOX2 did 
not present renoprotective effects, although the decrease in macrophage infiltrates, 
probably because of the increased expression of kidney NOX4 (You et al, 2013). 
Indeed, there was a counterbalance in NOX2 and NOX4 in the kidney, represented 
by the reduced renal expression of NOX4, NADPH-oxidase subunit highly associated 
with oxidative stress in the tubular renal cells, and increased renal expression of 
NOX2 in CKD animals (Block et al, 2009; Kim et al, 2012). In this sense, SR did 
potentiate loss of kidney function partly due to the general increase of NOX4, which 
was attenuated by sildenafil. However, recent studies have shown that NOX4 may 
limit kidney damage and play a protective role (Babelova et al, 2012; Nlandu Khodo 
et al, 2012). For example, knockout mice for NOX4 presented higher interstitial 
fibrosis and tubular apoptosis than wild type after unilateral ureteral obstruction 
(Nlandu Khodo et al, 2012). These contradictions make difficult the data 
interpretation, suggesting that other mechanisms are related to sildenafil and SR 
effects. It is possible that changes in eNOS observed in CKD+S group contributed to 
the protective effect of sildenafil and malefic effect of SR corroborating Heering et al 
(Heeringa et al, 1998).  
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Reduction of NO by decrease of eNOS is associated with increase of free radicals 
induced by iNOS (Heeringa et al, 1998). Moreover, the selective inhibition of iNOS is 
able to reduce proteinuria and kidney dysfunction as well as inflammatory infiltrates 
and oxidative stress (Chirino et al, 2008). However, knockout mice for eNOS display 
more severe CKD with increased fibrosis, blood pressure and loss of kidney function 
compared to wild type (Nakayama et al, 2009). Taken together, these studies reveal 
the dual effect of NO. Basically, via eNOS, NO plays important role in the vascular 
integrity due to its anti-inflammatory, anti-proliferative and anti-thrombogenic 
properties. On the other hand, via iNOS, NO influences hemodynamics of kidney 
causing tubular damages associated to overproduction of peroxynitrite (Heemskerk 
et al, 2009). The possible decrease in NO in the kidney can also be addressed by the 
reduced renal expression of DDAH1, an enzyme responsible to modulate NOS 
activity through ADMA inhibition (endogenous NOS inhibitor). Moreover, the results 
confirm the participation of angiotensin 1-7 in this animal model of CKD, as ACE2 
expression was significantly reduced, potentiating the decrease of NO and the action 
of angiotensin 2. However, sildenafil treatment and SR did not affect this pathway. Of 
note, ACE2 is a homologous of ACE and counterbalances opposite actions of 
angiotensin 2 as well as stimulates angiotensin 1-7 actions. Indeed, genetic models 
of ACE2 ablation show glomerular lesions and commitment of renal function (Soler et 
al, 2008). Also, the treatment of diabetic renal injury with human recombinant ACE2 
was associated with reduction in blood pressure and NADPH-oxidase activity in 
association with decreased angiotensin 2 and increased angiotensin 1-7 (Oudit et al, 
2010). Additionally, a reduction of renal antioxidant enzymes CAT and SOD 
corroborated Sindhu and colleagues (Sindhu et al, 2005) and also were not affected 
by sildenafil treatment and SR. Patients in the end-stage of CKD present reduction of 
catalase activity in the plasma (Inal et al, 1999; Mimic-Oka et al, 1999) as well as 
CKD rats exhibit decreased renal SOD expression associated with increased NOX2 
expression and reduced NO availability due to excessive reactive oxygen species 
(ROS) (Vaziri et al, 2003).  
It is well-known that one of the main risk factors for CKD is the systemic arterial 
hypertension (Kannel et al, 1961). Possibly, this is one of the mechanisms by which 
sildenafil acts improving the renal and sexual function, since it was observed 
reduction of SBP and HR with sildenafil treatment, according to Tapia and colleagues 
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(Tapia et al, 2012). In this work, the authors showed the hypotensive action of 
sildenafil, being able to reduce nephron hyperfiltration, suppress arteriolar 
remodeling, improve systemic hypertension and reduce oxidative stress. 
Nevertheless, our data reveal that after SR, the protective effect of sildenafil in the 
cardiovascular system is reduced at the same time that it is observed significant 
increase of aldosterone levels, suggesting a link between sleep deprivation and 
renin-angiotensin system. Aldosterone is important in the process of sodium and 
potassium reabsorption, which explains in part the hypokalemia induced by SR in 
association with increased SBP and HR in CKD+S+SR group. Regarding the sexual 
function, despite the increase in aldosterone levels, SBP and HR, the results suggest 
that sildenafil was effective in reversing the outcomes in sexual performance caused 
by CKD, pointing to other factors such as sexual motivation and hormones. Indeed, 
sildenafil is the first choice for treatment of erectile dysfunction, being effective in 
65% to 80% CKD patients (Rosas et al, 2001). However, its use is contraindicated for 
patients with coronary artery disease using nitrates, due to potential synergic effect 
(Rosas et al, 2001). Surprisingly, a significant increase of NOX2 expression was 
observed in the heart of CKD animals treated with sildenafil.  
Of note, NOX2 is a central mediator of cardiomyocytes hypertrophy and angiotensin 
2-related Akt activation (Hingtgen et al, 2006) that through excessive ROS production 
contributes to several process involved in the cardiac contractile dysfunction (Zhao et 
al, 2010). Also, a reduction of cardiac CAT expression was found in CKD animals, 
mainly in those treated with sildenafil. On the other hand, increased expression of 
iNOS and eNOS was observed in the heart of CKD+S+NSR animals, which were 
protected of hypertension development. It is important to stress, however, that NO 
has also a bifunctional action in the regulation of apoptosis. On one side, 
physiologically relevant levels of NO can suppress apoptotic pathways in the heart, 
being cardioprotective through inhibition of caspase and nitrosylation (Kim et al, 
1999). Moreover, the NO released by eNOS inhibits the myocardial oxygen 
consumption by interfering with mitochondrial electron transport (Xie et al, 1996). On 
the other hand, high levels of NO in the heart can surpass its protective mechanisms, 
exerting cytotoxic and pro-apoptotic effects by combination of ROS and peroxynitrite 
and interaction with proinflammatory factors (Ing et al, 1999). Although the increase 
of cardiac eNOS may be positive, as knockout mice for eNOS present renal failure 
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and cardiovascular alterations (Lepic et al, 2006), the increase in iNOS expression 
can be associated with volume overload contributing to lower myocardial contractility 
and altered β-adrenergic tonus (Gealekman et al, 2002). However, there is no study 
regarding this issue in CKD. 
Regarding the reproductive system, the current study demonstrated that the chronic 
treatment with sildenafil was able to prevent hypogonadism and to keep levels of 
testosterone elevated in CKD+S+NSR group. This has great relevance, as low levels 
of testosterone are strongly associated with increased mortality in general and mainly 
CKD population (Haring et al, 2011). After SR, however, not even the treatment with 
sildenafil could avoid the reduction of testosterone levels. In general, men with CKD 
present low levels of testosterone (Palmer, 1999; Leavey, Weitzel, 2002), 
contributing to reduced libido, erectile dysfunction, oligospermia and infertility as well 
as muscle mass reduction, osteopenia ad anemia (for review, see (Anantharaman, 
Schmidt, 2007)). Also, an inhibitor factor found in uremic serum seems to inhibit LH 
signaling in Leydic cells (Anantharaman, Schmidt, 2007).  
Andric et al (Andric et al, 2010) have demonstrated that adult rats treated daily with 
sildenafil show increase of testosterone and steroidogenesis in the Leydig cells via 
elevation of cyclic adenoside monophosphate (cAMP) and cyclic guanosine 
monophosphate (cGMP) signaling. Importantly, the reduction of testosterone induced 
by SR corroborates studies showing hypogonadism after sleep deprivation (Andersen 
et al, 2004; Andersen et al, 2005). In relation to progesterone, SR led to increase of 
its levels, independently from disease and treatment conditions. Differently, Blacker 
and colleagues (Blacker et al, 1991) described decreased levels of progesterone in 
uremic rats. However, our data corroborates other studies demonstrating the 
increase of progesterone in association with better sexual performance in sleep 
deprived animals (Andersen, Tufik, 2006; Andersen et al, 2007; Alvarenga et al, 
2009; Alvarenga et al, 2010). Regarding LH levels, an important hormone for 
stimulation of testosterone production, it was observed a significant reduction in 
CTRL+S+NSR and CKD+V+NSR groups, which also presented an impairment of 
sexual performance, given the reduction of mount, intromissions and ejaculation and 
increased latencies for these behaviors. Indeed, LH reduction was considered an 
independent predictor of low testosterone levels (Table S4). In particular, only 
CKD+V+NSR presented reduction of LH accompanied by reduction of testosterone, 
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suggesting that the decrease of LH observed in CTRL+S+NSR could be related to 
low sexual motivation and impairment of sexual behavior. In relation to FSH, 
important hormone for sperm formation, it was observed a significant increase of its 
levels due to SR, probably because of the negative feedback, trying to compensate 
alterations in the reproductive function.  
Regarding the testicular morphology, the results showed that sildenafil prevented the 
degeneration of the seminiferous tubules, leading to increase of its diameter and 
area as well as the germinal epithelium height. After SR, however, there was no large 
commitment in CKD+V+SR group, due to a likely ceiling-effect. But, it is important to 
stress out that in general SR exerted an effect in the germinal epithelium. In addition, 
the magnitude of sildenafil treatment effect was attenuated after SR. These data 
corroborate the reduction of testosterone and LH promoted by CKD and reverted with 
sildenafil, when not associated with SR. Nevertheless, it does not explain behavioral 
results, in which there was a clear improvement of sexual performance mediated by 
sildenafil and also SR, in association to increased progesterone and FSH levels. In 
this sense, the preventive effect of sildenafil in the testicular morphology from CKD 
animals corroborates the literature, once it was already demonstrated in an animal 
model of testicular torsion (Yildiz et al, 2011; Yildiz et al, 2012). In parallel, positive 
effects in the spermatogenesis were also observed with sildenafil treatment in 
conditions of testicular toxicity (Alp et al, 2012). Notably, our findings showed that the 
chronic treatment with sildenafil was able to keep testicular architecture preserved in 
CKD+S animals. However, in general, it is important to consider that SR was able to 
reduce the germinal epithelium height.  
As a reflex of the impairment observed in the hypothalamic-pituitary-gonadal axis of 
CKD+V rats, the sexual behavior data corroborated the literature about erectile 
dysfunction (Palmer, 2004). On the other hand, CKD+S+NSR presented 
improvement of sexual behavior, with increase of intromissions, copulatory rate and 
SAI compared to the other groups. The logistic regression model also showed that 
both sildenafil treatment and SR were predictors of intromission and ejaculation 
frequencies, contrasting with data from Alvarenga and collegues (Alvarenga et al, 
2009) that found an impairment of sexual performance in rats paradoxically sleep 
deprived for 96 hours. Probably this may be due to methodological differences. In 
addition, rats with diabetes that display erectile dysfunction present an improvement 
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of vascular endothelial system and erectile function after chronic treatment with 
sildenafil, through participation of vascular endothelial growth factor (VEGF) and 
eNOS [83]. However, our results of eNOS and iNOS expression in the reproductive 
tract differ somewhat from the limited literature, suggesting the participation of other 
mechanisms. Regarding iNOS, a reduction was found in the testis of CKD+S+NSR 
group compared to the other CKD groups. In relation to eNOS, a significant increase 
was induced by SR in the testis and by sildenafil treatment in the corpus 
cavernosum, explaining at least in part the better sexual performance of CKD+S 
animals and also of SR animals, in general. Of note, a murine model of sleep apnea, 
a sleep disorder characterized by intermittent hypoxia and sleep fragmentation, did 
present impairment of sexual function in association with reduced expression of 
eNOS in the erectile tissue (Soukhova-O'Hare et al, 2008).  
Silva and colleagues (Silva et al, 2013) recently demonstrated that the erectile 
dysfunction observed in middle-age rats is associated with decreased NO availability 
in the erectile tissue due to increased expression of NOX2 subunit of NADPH-
oxidase and reduction of phosphorylated eNOS. Moreover, the treatment with an 
inhibitor of NADPH-oxidase (apocynin) as well as with a SOD-mimetic was able to 
reverse erectile dysfunction (Silva et al, 2013). Together, these data support our 
findings, as reduced expression of NOX2 was found in the penile tissue of CKD+S 
animals, despite the reduction of SOD in both testis and corpus cavernosum. 
Similarly, rats with hypertension induced by angiotensin 2 administration developed 
erectile dysfunction associated with increased ROS production and increased 
expression of p47phox subunit of NADPH-oxidase in the corpus cavernosum (Jin et 
al, 2008). In concern to ACE2 expression, there was an important decrease mediated 
by CKD itself and an increase mediated by sildenafil treatment, suggesting a 
protective mechanism of sildenafil by a likely increase of angiotensin 1-7. Although 
this is new in the literature, some studies suggest indirectly the participation of ACE2 
in the sexual function by associating impairment of penile smooth muscle relaxation 
or erectile dysfunction with decreased action of angiotensin 1-7 and/or its receptor 
MAS, with subsequent decrease of NO availability (da Costa Goncalves et al, 2007; 
Yousif et al, 2007; Kilarkaje et al, 2013), which is reversed by angiotensin 1-7 
administration. Besides ACE2, the participation of DDAH1 was also investigated in 
the testis, showing that sildenafil treatment modulated its expression by increasing it. 
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This directly implicates in an increase of ADMA inhibition by DDAH1 and thus, lower 
inhibition of NOS, contributing to another pathway of increased NO bioavailability. In 
this sense, testicular DDAH1 expression was considered an independent predictor of 
SAI and intromission latency, which suggests the participation of DDAH1 as one of 
the mechanisms by which sildenafil improved sexual performance. In relation to the 
hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis, our results corroborate previous study 
(Hirotsu et al, 2010) demonstrating increased levels of ACTH and corticosterone in 
CKD animals compared to CTRL. Although the treatment with sildenafil was not able 
to reduce ACTH levels, which was considered an independent predictor of decreased 
testosterone levels, it could prevent the increase of corticosterone in CKD+S animals 
subjected to SR. Despite the lack of study contemplating this result, this is an 
important effect of sildenafil to be considered. Our data also showed that SR led to 
HPA axis activation as described elsewhere (Andersen et al, 2005; Hipolide et al, 
2006). The impairment of the HPA axis function is described in CKD patients with or 
without dialysis, and seems to be mediated by uremic toxins (Siamopoulos et al, 
1990; Ramirez et al, 1994). Once sildenafil treatment is able to retard the loss of 
renal function, it may improve some comorbidities that are directly related to uremia. 
Regarding the lipid profile, increased levels of total cholesterol, HDL, and 
triglycerides were found in CKD+V according to previous data (Barry, Tan, 1990; 
Hirotsu et al, 2010). Indeed, around 20% to 30% of patients with chronic renal failure 
present hypercholesterolemia while 60% present hypertriglyceridemia (Rutkowski et 
al, 2003), being an important cardiovascular risk factor for this population. This might 
be due to increased rates of lipogenesis of the white adipose tissue and the 
increased cholesterol synthesis in the liver and intestine (Rutsky et al, 1978; 
Chmielewski et al, 2001). Importantly, the dyslipidemia may play a role in the 
development and progression of CKD. Experimental studies have shown that 
increase of lipids can induce glomerular and tubulointerstitial lesions and accelerate 
the disease progression through macrophages infiltration and foam cells formation, 
which lead to glomerulosclerosis and may influence atherosclerosis process by 
similar pathogenic mechanisms (Kasiske et al, 1988; Abrass, 2004). Indeed, total 
cholesterol was considered an independent predictor of proteinuria as well as of SAI. 
Thus, sildenafil treatment has contributed to the improvement of CKD progression at 
least in part due also to the decreased level of dyslipidemia. The glucose levels 
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showed a tendency of decrease in CKD+V+NSR group and a hyperglycemic effect 
induced by SR in general. The hypoglycemia is a spontaneous effect occurring in 
CKD patients with our without diabetes, which needs to be quickly treated in order to 
avoid early mortality (Frizzell et al, 1973; Rutsky et al, 1978; Bonapart et al, 1996). 
Importantly, the results showed that sildenafil was able to prevent de decrease of 
glucose levels in CKD+S+NSR group while SR increased glycemia, probably 
because of an energetic unbalance effect of sleep deprivation, as described by some 
studies (Hanlon, Van Cauter, 2011; Barf et al, 2012).  
In relation to the inflammatory profile, it was observed increased levels of IL-6, IL-1α, 
TNFα and IL-17 in CKD animals compared to CTRL, according to a previous study  
(Hirotsu et al, 2011). Moreover, sildenafil treatment could attenuate this increase in 
general, with exception of IL-6. Kidney diseases are frequently associated with 
increased pro-inflammatory response which contributes to disease progression. 
Indeed, CKD patients present higher levels of IL-6, being more exacerbated with the 
concomitant presence of hypertension (Zhang et al, 2012). Functionally, the authors 
suggest that angiotensin 2 induces the increase of IL-6 (Zhang et al, 2012). In this 
sense, it is possible that sildenafil treatment is not able to block renin-angiotensin 
action, thus keeping the levels of IL-6 higher, although the important reduction of 
SBP. Nevertheless, the levels of IL-1α, TNFα and specially IL-17 were significantly 
reduced by sildenafil treatment, independently of sleep condition. Also, IL-17 is 
synergistically related to IL-6, TNFα and IL-1α, promoting inflammatory kidney 
damage in animal models of glomerulonephritis (Velden et al, 2012), which highlights 
again the importance of sildenafil treatment in the CKD model. 
Taken together, the current study suggest that the chronic treatment with sildenafil do 
have benefits for CKD, mainly by causing the delay of renal function loss, reducing 
the SBP and attenuating the reproductive, hormonal, dyslipidemic and inflammatory 
alterations. However, it is important to highlight that after SR great part of these 
effects was reduced or abolished, demonstrating the impact of sleep loss in CKD. 
Finally, this study suggests a possible new application of sildenafil in the progression 
of CKD and treatment of its comorbidities. Nevertheless, it has to be stressed out the 
possible cardiotoxic effects of sildenafil, which should be further analyzed taking into 
account the sleep quality and quantity. 
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Supplementary Material 
Renal function 
Analysis of urinary sodium showed only Disease*Treatment*Sleep effect (F1,61=0.82, 
p<0.05), given the reduction of its levels in CKD+S+SR group compared to 
CTRL+S+SR and CKD+S+NSR (p<0.05) as well as in CKD+V+SR group compared 
to CKD+V+NSR (p<0.05) (Figure S1A). In addition, urinary potassium levels revealed 
significant effect of Sleep (F1,61=14.3, p<0.0001) and Disease*Sleep interaction 
(F1,61=6.0, p<0.05), as observed by reduction in urinary potassium from CKD+V+SR 
and CKD+S+SR groups compared to CKD+V+NSR and CKD+V+NSR (p<0.05), 
respectively (Figure S1B). No differences in serum sodium levels were found 
between groups (Figure S1C). Potassium levels showed only Sleep effect 
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(F1,131=16.6, p<0.0001) with decrease caused by SR compared to NSR (p<0.05) 
(Figure S1D). Regarding creatinine levels, statistical effect of Disease (F1,128=98.1, 
p<0.0001), Treatment (F1,128=3.9, p<0.05), Disease*Treatment interaction (F1,128=5.4, 
p<0.05) and Disease*Treatment*Sleep interaction (F1,128=9.0, p<0.01) were observed 
(Figure S1E). Increased levels of serum creatinine were observed in CKD+V+NSR, 
CKD+V+SR and CKD+S+SR when compared to CTRL+V+NSR, CTRL+V+SR and 
CKD+S+SR, respectively. However, CKD+V+SR presented lower levels of serum 
creatinine compared to CKD+V+NSR (p<0.05). Regarding β2-microglobuline levels, 
only Disease effect was observed (F1,45=4.4, p<0.05), given the  increase of its 
levels in all CKD animals compared to CTRL, independent of treatment or SR (Figure 
S1F). 
External glomerular area is represented in Figure S1G, and the analysis showed 
significant effect of Disease (F1,64=29.3, p<0.001), Treatment (F1,64=17.0, p<0.001) 
and Disease*Treatment interaction (F1,64=23.7, p<0.001), revealind increase in 
CKD+V groups compared to CTRL+V and CKD+S, independently from SR (p<0.05). 
Also, analysis of internal glomerular area showed significant effect of Disease 
(F1,64=21.8, p<0.001), Treatment (F1,64=8.9, p<0.01), Disease*Treatment interaction 
(F1,64=4.2, p<0.05) and Disease*Treatment*Sleep interaction (F1,64=0.8, p<0.05) 
(Figure S1H). Post-hoc test revealed increase in CKD+V+NSR and CKD+S+NSR 
compared to CTRL+V+NSR and CTRL+S+NSR, respectively (p<0.05). However, this 
increase was higher in CKD+V+NSR than CKD+S+NSR (p<0.05). Also, SR reduced 
internal glomerular area in CKD+V+SR compared to CKD+V+NSR (p<0.05). 
 
Kidney gene expression 
Kidney gene expression is represented in Figure S2. Regarding kidney NOX2 
expression (Figure S2A), the analysis showed only Disease effect (F1,70=53.1, 
p<0.0001), once there was increase in all CKD groups compared to CTRL, 
independent of treatment and SR. For kidney NOX4 data (Figure S2B), statistical 
analysis showed significant effect of Disease (F1,70=12.6, p<0.0001), Treatment 
(F1,70=5.7, p<0.05), Sleep (F1,70=4.2, p<0.05), Disease*Treatment interaction 
(F1,70=16.4, p<0.0001) and Disease*Treatment*Sleep interaction (F1,70=8.2, p<0.01). 
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Post-hoc test revealed decreased kidney expression of NOX4 in CKD+V and CKD+S 
groups compared to CTRL+V and CTRL+S, respectively (p<0.05). Also, increased 
expression of NOX4 was observed in CTRL+V+SR compared to CTRL+S+SR and 
CTRL+V+NSR groups (p<0.05), in a SR-dependent way. Kidney expression of SOD 
(Figure S2C) presented significant effects of Disease (F1,70=62.5, p<0.0001), 
Treatment (F1,70=10.4, p<0.01) and Disease*Treatment*Sleep interaction (F1,70=0.6; 
p<0.05). Post-hoc revealed increased kidney expression of SOD in CTRL+S+NSR 
and CTRL+V+SR compared to CTRL+V+NSR (p<0.05). Also, reduction in kidney 
expression of SOD was observed in CKD+V and CKD+S compared the respective 
CTRL+V and CTRL+S groups (p<0.05). In relation to CAT gene expression in the 
kidney, the data analysis showed effect of Disease (F1,70=397.8, p<0.0001) and 
Disease*Treatment*Sleep interaction (F1,70=7.1, p<0.01), revealing decrease in 
CKD+V and CKD+S compared to CTRL+V and CTRL+S, respectively and increase 
in CTRL+S+NSR compared to CTRL+V+NSR (p<0.05) (Figure S2D). Also, increased 
levels of renal CAT was observed in CTRL+V+SR compared to CTRL+V+NSR while 
a decrease was seen in CTRL+S+SR compared to CTRL+S+NSR (p<0.05). 
Regarding kidney expression of iNOS (Figure S2E), only Disease effect (F1,70=10.9, 
p<0.01) was observed. However, kidney expression of eNOS showed significant 
effects of Disease (F1,70=5.3, p<0.05), Sleep (F1,70=4.5, p<0.05) and 
Disease*Treatment*Sleep interaction (F1,70=0.4, p<0.05) (Figure S2F). Post-hoc test 
revealed increased expression of renal eNOS in CKD+S+NSR group compared to 
CKD+V+NSR (p<0.05). Also, CKD+S+SR group presented decreased levels of renal 
eNOS compared to CKD+S+NSR and CTRL+S+SR (p<0.05) as well as in 
CKD+V+SR group compared to CTRL+V+SR (p<0.05). To better elucidate possible 
pathways involved in eNOS alterations, DDAH1 gene expression was assessed in 
the kidney (Figure S2G). Statistical analysis revealed significant effects of Disease 
(F1,81=180.1, p<0.0001), Treatment (F1,81=4.5, p<0.05) and Disease*Treatment*Sleep 
interaction (F1,81=0.09, p<0.05), showing reduction in CKD+V and CKD+S compared 
to CTRL+V and CTRL+S groups (p<0.05), respectively, as well as in CTRL+S+NSR 
compared to CTRL+V+NSR group (p<0.05). Regarding kidney ACE2 gene 
expression, the data showed significant effects of Disease (F1,70=99.5, p<0.0001) and 
Disease*Treatment*Sleep interaction (F1,70=0.8, p<0.05) (Figure S2H). The 
comparison between groups revealed significant increase of kidney ACE2 in 
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CTRL+S+SR compared to CTRL+S+NSR as well as a significant decrease in 
CKD+V and CKD+S groups compared to CTRL+V and CTRL+S, respectively. 
 
Sexual behavior 
Data from the sexual behavior training are shown on Table S1, demonstrating 
homogeneity between groups.  The frequency of rats displaying mount significantly 
differed between groups (χ2=25.3, df=7, p<0.001, N=118) (Table S2). The differences 
obtained by adjusted residual show the descending order: CKD+S+SR (1.6) > 
CTRL+V+NSR (1.2) = CTRL+V+SR (1.2) = CTRL+S+SR (1.2) > CKD+S+NSR (0.9) 
> CTRL+S+NSR (0.2) > CKD+V+NSR (-2.1) > CKD+S+SR (-4.1). Similarly, 
intromission frequency differed between groups (Χ2=40.4, df=7, p<0.0001, N=118) 
(Table S2). The descending order by adjusted residual was: CTRL+V+SR (2.1) = 
CKD+S+SR (2.1) > CTRL+S+SR (2.0) > CTRL+V+NSR (1.4) > CKD+S+NSR (0.6) > 
CTRL+S+NSR (0) > CKD+V+SR (-3.4) > CKD+V+NSR (-4.4). In addition, frequency 
of ejaculation also differed between groups (Χ2=16.7, df=7, p<0,05, N=118), showing 
the following descending order: CKD+S+SR (1.9) > CKD+S+NSR (1.6) > 
CTRL+S+SR (1.0) > CTRL+V+SR (0.7) > CTRL+V+NSR (0) > CKD+V+SR (-1.1) > 
CTRL+S+NSR (-2.1) > CKD+V+NSR (-2.5) (Table 2S).  
In addition, no changes were observed in the number of mounts of the first 
ejaculatory series (Table S2). However, the number of intromissions showed 
significant effects of Disease (F1,108=10.8, p<0.001), Treatment (F1,108=7.1, p<0.01), 
Sleep (F1,108=10.9, p<0.01) and Disease*Treatment interaction (F1,108=18.2, 
p<0.0001), with increased number of intromissions in CKD+V group compared to 
CTRL+V and CKD+S, independently from SR. Similarly, ICI and III presented 
significant effects of Disease (F1,106<11.6, p<0.001), Treatment (F1,106<7,83, p<0.01) 
and Disease*Treatment interaction (F1,106<11.4, p<0.001), showing increase of both 
ICI and III in CKD+V group compared to CTRL+V and CKD+S.  
Table S3 depicts the models with the most favorable Hosmer-Lemeshow goodness-
of-fit (χ2=9.1, df=6, p>0.05; χ2=19.9, df=6, p>0.05; χ2=0.02, df=6, p>0.05) and the 
corresponding OR of each independent predictor of mount (-2LL=61.8, p<0.001, 
χ2=15.8, Nagelkerke=0.13, Cox&Snell=0.26), intromission (-2LL=102.0, p<0.0001, 
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χ2=29.6, Nagelkerke=0.22, Cox&Snell=0.33) and ejaculation (-2LL=124.6, p<0.0001, 
χ2=7.0, Nagelkerke=0.06, Cox&Snell=0.09). For both mount and intromission, the 
disease and the treatment with sildenafil were considered their independent 
predictors. The presence of CKD was associated with 91% and 88% less chance of 
performing, respectively, mount and intromission in the sexual behavior assessment. 
Treatment with sildenafil was associated with 2.5 times increase in the ejaculation 
frequency. 
 
Reproductive system  
Analysis of NOX2 gene expression from the testis revealed effects of Disease 
(F1,70=18.7, p<0.0001) and Disease*Treatment*Sleep interaction (F1,70=8.8, p<0.01), 
showing increase in CKD+V+NSR group compared to CTRL+V+NSR (p<0.05), as 
well as in CKD+S+SR group compared to CTRL+S+SR (p<0.05) (Figure S3A). Also, 
a reduction of testicular NOX2 expression was observed in CKD+S+NSR compared 
to CKD+V+NSR (p<0.05), but after SR an increase was observed in CKD+S+SR 
group compared to CKD+V+SR, CKD+S+NSR and CTRL+S+SR (p<0.05). Increased 
NOX2 expression was also detected in CKD+V+NSR group compared to 
CTRL+V+NSR (p<0.05). Regarding testicular NOX4 gene expression, the results 
showed only Sleep effect (F1,72=10.5, p<0.01), with a small increase of testicular 
NOX4 induced by SR (Figure S3B). 
In relation to iNOS expression from the testis, the analysis demonstrated significant 
effects of Disease (F1,71=14.6, p<0.0001), Disease*Treatment interaction (F1,71=8.1, 
p<0,01) and Disease*Treatment*Sleep interaction (F1,71=1.8, p<0.05), showing 
reduction of its expression in CKD+V+NSR group compared to both CTRL+V+NSR, 
CKD+S+NSR and CKD+V+SR (p<0.05) as well as in CKD+V+SR group compared to 
CTRL+V+SR (p<0.05) (Figure S3C). Moreover, significant decrease of testicular 
iNOS was observed in CTRL+S+SR and CKD+S+SR compared to CTRL+V+SR and 
CKD+S+NSR, respectively (p<0.05). The results of eNOS gene expression from the 
testis revealed significant effects of Sleep (F1,69=43.4, p<0.0001) and 
Disease*Treatment*Sleep interaction (F1,69=1.1, p<0.05), with increase of testicular 
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eNOS in SR animals compared to NSR (p<0.05), but also a decrease in CKD+V+SR 
group compared to CTRL+V+NSR (p<0.05) (Figure S3D). 
Concerning testicular ACE2 gene expression, it was observed significant effects of 
Disease (F1,59=12.4, p<0.001), Treatment (F1,59=11.6, p<0.001) and 
Disease*Treatment interaction (F1,59=12.5, p<0.001), showing decrease in CKD+V 
group compared to CTRL+V and CKD+S (p<0.05), independently from SR (Figure 
S3E). Similarly, testicular gene expression of DDAH1 demonstrated significant 
effects of Disease (F1,65=5.5, p<0.05), Treatment (F1,65=17.7, p<0.0001), 
Disease*Treatment interaction (F1,65=4.7, p<0.05) and Disease*Treatment*Sleep 
interaction (F1,65=2.0, p<0.05), revealing a reduction in CKD+V group compared to 
CTRL+V and CKD+S (p<0.05), independent of SR (Figure S3F). Also, an increase of 
testicular expression of DDAH1 was found in CTRL+S+SR group compared to 
CTRL+S+NSR (p<0.05). 
 
Metabolism and inflammation 
Analysis of circulating glucose levels showed only Sleep effect (F1,130=4.5, p<0.05), 
indicating increase of glucose in SR group compared to NSR (p<0.05), independente 
of disease and sleep conditions (Figure S4A). In relation to serum iron levels, it was 
found significant effects of Disease (F1,132=113.1, p<0.0001) and Treatment 
(F1,132=4.2, p<0.05) (Figure S4B). Regarding the lipid profile, statistical analysis of 
triglycerides showed effects of Disease (F1,130=42.9, p<0.0001), Treatment 
(F1,130=4.5, p<0.05), Sleep (F1,130=7.4, p<0.01) and Disease*Treatment interaction 
(F1,130=4.3, p<0.05) (Figure S4C). Post-hoc analysis revealed higher levels of 
triglycerides in CKD+V group compared to CTRL+V and CKD+S (p<0.05) as well as 
in CKD+S group compared to CTRL+S (p<0.05). Analysis of total cholesterol showed 
significant effects of Disease (F1,130=118.1, p<0.0001), Treatment (F1,130=7.6, p<0.01) 
and Disease*Treatment interaction (F1,130=3.2, p<0.05), demonstrating important 
increase in CKD+V group compared to CTRL+V and CKD+S (p<0.05) as well as in 
CKD+S group compared to CTRL+S (p<0.05) (Figure S4D). Analysis of LDL levels 
revealed only Disease effect (F1,127=39.9, p<0.0001), with increased LDL in CKD 
group compared to CTRL, independent of treatment and sleep conditions (Figure 
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S4E). Moreover, HDL levels showed effects of Disease (F1,130=160.9, p<0.0001), 
Treatment (F1,130=6.5, p<0.05), Sleep (F1,130=4.6, p<0.05) and Disease*Treatment 
interaction (F1,130=3.3, p<0.05), represented by the increased levels of HDL in 
CKD+V group compared to CTRL+V and CKD+S (p<0.05) as well as in CKD+S 
group compared to CTRL+S (p<0.05) (Figure S4F). Also, SR led to increase of HDL 
levels in CKD group compared to CTRL (p<0.05).  
Regarding the pro-inflammatory cytokines, IL-1α levels demonstrated significant 
effects of Disease (F1,65=6.5, p<0.05), Treatment (F1,65=5.8, p<0,05) and Sleep 
(F1,65=4.2, p<0.05) (Figure S4G). Analysis of IL-6 levels showed effects of Disease 
(F1,64=9.2, p<0.01), indicating increase of IL-6 in CKD group compared to CTRL 
(p<0.05) (Figure S4H). In addition, IL-17 levels revealed significant effects of Disease 
(F1,64=6.7, p<0.05), Treatment (F1,64=6.1, p<0.05) and Disease*Sleep interaction 
(F1,64=2.9, p<0.05), demonstrating increased levels of IL-17 in CKD+V group 
compared to CTRL+V and CKD+S (p<0.05) (Figure S4I). In relation to TNFα levels, 
the analysis revealed effects of Disease (F1,68=5.6, p<0.05), Treatment (F1,68=6.0, 
p<0.05), Disease*Treatment interaction (F1,68=1.3, p<0.05) and 
Disease*Treatment*Sleep interaction (F1,68=1.3, p<0.05), showing increased levels of 
TNFα in CKD+V+SR group compared to CTRL+V+SR, CKD+S+SR and 
CKD+V+NSR (p<0.05) (Figure S4J). 
 
Predictors of comorbidities 
Table S4 depicts the multiple linear regressions performed with clearance of 
creatinine, proteinuria, systolic blood pressure variation (ΔSBP), heart rate variation 
(ΔHR), sexual activity index (SAI), total number of intromissions, intromission latency 
and testosterone as dependent variables.  The presence of the CKD, the ΔSBP, the 
SR and the expression of SOD in the kidney were considered independent predictors 
of the creatinine clearance (F=47.2, p<0.0001, R=0.89, R2=0.79). For proteinuria, 
ΔSBP, total cholesterol levels and gene expression of iNOS in the kidney entered the 
model (F=69.7, p<0.0001, R=0.89, R2=0.78).  Regarding the ΔSBP, the presence of 
CKD, the treatment with sildenafil, the kidney expression of NOX2 and the SR were 
considered important risk factors (F=33.0, p<0.0001, R=0.85, R2=0.73). For ΔHR, 
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only the presence of CKD and the treatment with sildenafil entered the model 
(F=25.0, p<0.0001, R=0.67, R2=0.45).  In relation to the sexual function, the multiple 
linear regression analysis revealed that ΔSBP, SR, FSH, IL-6 and NOX4 expression 
of the corpus cavernosum were important predictors of the total number of 
intromissions displayed in the sexual behavior test (F=8.0, p<0.0001, R=0.71, 
R2=0.50). Similarly, for intromission latency, ΔSBP, NOX2 and DDAH1 in the testis, 
the external glomerular volume, the HDL levels and the cavernous expression of 
NOX4 entered the model (F=94.7, p<0.0001, R=0.99, R2=0.98). In addition, gene 
expression of iNOS, SR, loss of body weight, treatment with sildenafil, LH and ACTH 
levels were considered independent predictors of testosterone levels (F=17.8, 
p<0.0001, R=0.95, R2=0.91). 
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Figure 1. Experimental design – Experimental protocol in days. NX 5/6: nephrectomy 5/6 for induction 
of chronic kidney disease (CKD); SBP: systolic blood pressure; HR: heart rate; NSR: non-sleep 
restricted; SR: sleep restricted (from 2 PM to 10 AM). Animal groups: CTRL+V (control, treated with 
vehicle), CTRL+S (control, treated with sildenafil), CKD+V (chronic kidney disease, treated with 
vehicle), CKD+S (chronic kidney disease, treated with sildenafil). Training: sexual behavior traning for 
acquisition of sexual experience in which all animals are exposed to receptive females for 30 min 
during 9 intercalated days. 
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Figure 2. Disease evolution - Body weight monitoring along 8 weeks (g, A), body weight variation 
between day 1 and 56 (g, B), percentage (%) of dead and alive animals (C), and Kaplan-Meier 
estimates of all-cause mortality along the entire experimental protocol (D). Animal groups: 
CTRL+V+NSR (control, treated with vehicle, non-sleep restricted), CTRL+S+NSR (control, treated 
with sildenafil, non-sleep restricted), CKD+V+NSR (chronic kidney disease, treated with vehicle, non-
sleep restricted), CKD+S+NSR (chronic kidney disease, treated with sildenafil, non-sleep restricted), 
CTRL+V+SR (control, treated with vehicle, sleep restricted), CTRL+S+SR (control, treated with 
sildenafil, sleep restricted),  CKD+V+SR (chronic kidney disease, treated with vehicle, sleep 
restricted), and CKD+S+SR (chronic kidney disease, treated with sildenafil, sleep restricted). 
SR=sleep restricted; Non-SR=non-sleep restricted. *p<0.05 compared to the respective CTRL+V 
group; #p<0.05 compared to the respective CKD+S group; #p<0.05 compared to NSR group (Figure 
2A); §p<0.05 compared to the respective CTRL+S group. 
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Figure 3. Renal function – Clearance of creatinine (mL/min, A), proteinuria (mg/24h, B), urinary 
protein/creatinine ratio (C), urinary sodium/creatinine ratio (D), serum urea (mg/dL, E), cystatin C 
levels (ng/mL, F), and representative light micrographs of renal cortex tissue sections stained with 
hematoxylin and eosin (G and H, 10X and 40X magnification, respectively). Animal groups: 
CTRL+V+NSR (control, treated with vehicle, non-sleep restricted), CTRL+S+NSR (control, treated 
with sildenafil, non-sleep restricted), CKD+V+NSR (chronic kidney disease, treated with vehicle, non-
sleep restricted), CKD+S+NSR (chronic kidney disease, treated with sildenafil, non-sleep restricted), 
CTRL+V+SR (control, treated with vehicle, sleep restricted), CTRL+S+SR (control, treated with 
sildenafil, sleep restricted),  CKD+V+SR (chronic kidney disease, treated with vehicle, sleep 
restricted), and CKD+S+SR (chronic kidney disease, treated with sildenafil, sleep restricted). 
SR=sleep restricted; Non-SR=non-sleep restricted.  *p<0.05 compared to the respective CTRL+V 
group; #p<0.05 compared to the respective CKD+S group; §p<0.05 compared to the respective 
CTRL+S group; **p<0.05 (sleep restriction effect). 
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Figure 4. Cardiovascular system – Systolic blood pressure monitoring (SBP, mmHg, A) and SBP 
variation (mmHg, B), heart rate monitoring (HR, beats per minute, C) and HR variation (beats per 
minute, D)  along 8 weeks of the experimental protocol, heart gene expression of the gp91phox 
(NOX2, E) and NOX4 (F) catalytic transmembrane subunits of the nicotinamide adenine dinucleotide 
phosphate (NADPH)-oxidase enzyme, inducible (iNOS, G) and endothelial isoform of the nitric oxide 
synthase enzyme (eNOS, H), catalase (CAT, I), and angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2, J) from 
all experimental groups. *p<0.05 compared to the respective CTRL+V group; #p<0.05 compared to 
the respective CKD+S group; §p<0.05 compared to the respective CTRL+S group; +p<0.05 compared 
to the respective CKD+V group; **p<0.05 (sleep restriction effect). 
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Figure 5. Sexual behavior test – Mount (s, A), intromission (s, B) and ejaculation (s, C) latencies, total 
number of mounts (D), intromissions (E) and ejaculation (F), sexual activity index (SAI, s, G), and 
copulatory rate (H) in the sexual behavior test performed at the end of the experimental protocol. 
Animal groups: CTRL+V+NSR (control, treated with vehicle, non-sleep restricted), CTRL+S+NSR 
(control, treated with sildenafil, non-sleep restricted), CKD+V+NSR (chronic kidney disease, treated 
with vehicle, non-sleep restricted), CKD+S+NSR (chronic kidney disease, treated with sildenafil, non-
sleep restricted), CTRL+V+SR (control, treated with vehicle, sleep restricted), CTRL+S+SR (control, 
treated with sildenafil, sleep restricted),  CKD+V+SR (chronic kidney disease, treated with vehicle, 
sleep restricted), and CKD+S+SR (chronic kidney disease, treated with sildenafil, sleep restricted). 
*p<0.05 compared to the respective CTRL+V group; #p<0.05 compared to the respective CKD+S 
group; +p<0.05 compared to the respective CKD+V group; §p<0.05 compared to the respective 
CTRL+S; **p<0.05 (sleep restriction effect). 
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Figure 6. Penile gene expression – The expression of the gp91phox (NOX2, A) and NOX4 (B) 
catalytic transmembrane subunits of the nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH)-
oxidase enzyme, inducible (iNOS, C) and endothelial isoform of the nitric oxide synthase enzyme 
(eNOS, D), and angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2, E) was measured by RTqPCR in the corpus 
cavernosum from all experimental groups. Representative light micrographs of testis tissue sections 
stained with hematoxylin and eosin (F), germinal epithelium height (G) and seminiferous tubules area 
(H). Animal groups: CTRL+V+NSR (control, treated with vehicle, non-sleep restricted), CTRL+S+NSR 
(control, treated with sildenafil, non-sleep restricted), CKD+V+NSR (chronic kidney disease, treated 
with vehicle, non-sleep restricted), CKD+S+NSR (chronic kidney disease, treated with sildenafil, non-
sleep restricted), CTRL+V+SR (control, treated with vehicle, sleep restricted), CTRL+S+SR (control, 
treated with sildenafil, sleep restricted),  CKD+V+SR (chronic kidney disease, treated with vehicle, 
sleep restricted), and CKD+S+SR (chronic kidney disease, treated with sildenafil, sleep restricted). 
SR=sleep restricted; Non-SR=non-sleep restricted.  *p<0.05 compared to the respective CTRL+V 
group; #p<0.05 compared to the respective CKD+S group; §p<0.05 compared to the respective 
CTRL+S group; +p<0.05 compared to the respective CKD+S group; **p<0.05 (sleep restriction effect). 
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Figure 7. Hormonal profile – Blood levels of testosterone (ng/dL, A), progesterone (ng/dL, B), 
luteinizing hormone (LH, pg/mL, C), follicule stimulating hormone (FSH, ng/mL, D), estradiol (pg/mL, 
E), adrenocorticotrophic hormone (ACTH, pg/mL, F), corticosterone (ng/mL, G) and aldosterone 
(pg/mL, H). Animal groups: CTRL+V+NSR (control, treated with vehicle, non-sleep restricted), 
CTRL+S+NSR (control, treated with sildenafil, non-sleep restricted), CKD+V+NSR (chronic kidney 
disease, treated with vehicle, non-sleep restricted), CKD+S+NSR (chronic kidney disease, treated with 
sildenafil, non-sleep restricted), CTRL+V+SR (control, treated with vehicle, sleep restricted), 
CTRL+S+SR (control, treated with sildenafil, sleep restricted),  CKD+V+SR (chronic kidney disease, 
treated with vehicle, sleep restricted), and CKD+S+SR (chronic kidney disease, treated with sildenafil, 
sleep restricted). SR=sleep restricted; Non-SR=non-sleep restricted.  *p<0.05 compared to the 
respective CTRL+V group; #p<0.05 compared to the respective CKD+S group; §p<0.05 compared to 
the respective CTRL+S group; **p<0.05 (sleep restriction effect).  
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Figure S1. Renal function – Urinary sodium (mmol/24h, A) and potassium levels (mmol/24h, B), 
serum sodium (mmol/L, C) and potassium levels (mmol/L, D), concentration of serum creatinine 
(mg/dL, E), serum β2-microglobuline level (F), external glomerular area (μm2, G) and internal 
glomerular area (μm2, H). Animal groups: CTRL+V+NSR (control, treated with vehicle, non-sleep 
restricted), CTRL+S+NSR (control, treated with sildenafil, non-sleep restricted), CKD+V+NSR (chronic 
kidney disease, treated with vehicle, non-sleep restricted), CKD+S+NSR (chronic kidney disease, 
treated with sildenafil, non-sleep restricted), CTRL+V+SR (control, treated with vehicle, sleep 
restricted), CTRL+S+SR (control, treated with sildenafil, sleep restricted),  CKD+V+SR (chronic kidney 
disease, treated with vehicle, sleep restricted), and CKD+S+SR (chronic kidney disease, treated with 
sildenafil, sleep restricted). SR=sleep restricted; Non-SR=non-sleep restricted. *p<0.05 compared to 
the respective CTRL+V group; #p<0.05 compared to the respective CKD+S group; §p<0.05 compared 
to the respective CTRL+S group; *p<0.05 (disease effect); **p<0.05 (sleep restriction effect). 
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Figure S2. Kidney gene expression – The expression of the gp91phox (NOX2, A) and NOX4 (B) 
catalytic transmembrane subunits of the nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH)-
oxidase enzyme, superoxide dismutase (SOD, C), catalase (CAT, D), inducible (iNOS, E) and 
endothelial isoform of the nitric oxide synthase enzyme (eNOS, F), dimethylarginine 
dimethylaminohydrolase 1 (DDAH1, G) and angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2, H) was 
measured by RTqPCR in the kidney from all experimental groups. Animal groups: CTRL+V+NSR 
(control, treated with vehicle, non-sleep restricted), CTRL+S+NSR (control, treated with sildenafil, non-
sleep restricted), CKD+V+NSR (chronic kidney disease, treated with vehicle, non-sleep restricted), 
CKD+S+NSR (chronic kidney disease, treated with sildenafil, non-sleep restricted), CTRL+V+SR 
(control, treated with vehicle, sleep restricted), CTRL+S+SR (control, treated with sildenafil, sleep 
restricted),  CKD+V+SR (chronic kidney disease, treated with vehicle, sleep restricted), and 
CKD+S+SR (chronic kidney disease, treated with sildenafil, sleep restricted). SR=sleep restricted; 
Non-SR=non-sleep restricted.  *p<0.05 compared to the respective CTRL+V group; +p<0.05 
compared to the respective CKD+V group; §p<0.05 compared to the respective CTRL+S group; 
*p<0.05 (disease effect); **p<0.05 (sleep restriction effect).  
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Figure S3. Testicular gene expression – The expression of the gp91phox (NOX2, A) and NOX4 (B) 
catalytic transmembrane subunits of the nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH)-
oxidase enzyme, inducible (iNOS, C) and endothelial isoform of the nitric oxide synthase enzyme 
(eNOS, D), angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2, E), and dimethylarginine 
dimethylaminohydrolase 1 (DDAH1, F) was measured by RTqPCR in the corpus cavernosum from all 
experimental groups. Animal groups: CTRL+V+NSR (control, treated with vehicle, non-sleep 
restricted), CTRL+S+NSR (control, treated with sildenafil, non-sleep restricted), CKD+V+NSR (chronic 
kidney disease, treated with vehicle, non-sleep restricted), CKD+S+NSR (chronic kidney disease, 
treated with sildenafil, non-sleep restricted), CTRL+V+SR (control, treated with vehicle, sleep 
restricted), CTRL+S+SR (control, treated with sildenafil, sleep restricted),  CKD+V+SR (chronic kidney 
disease, treated with vehicle, sleep restricted), and CKD+S+SR (chronic kidney disease, treated with 
sildenafil, sleep restricted). SR=sleep restricted; Non-SR=non-sleep restricted. *p<0.05 compared to 
the respective CTRL+V group; #p<0.05 compared to the respective CKD+S group; +p<0.05 compared 
to the respective CKD+V group; §p<0.05 compared to the respective CTRL+S group; **p<0.05 (sleep 
restriction effect). 
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Table 1. Predictors of mortality - Binary linear regression model shows the odds ratio (OR) of Disease 
(reference for chronic kidney disease, CKD), Treatment (reference for sildenafil) and Sleep (reference 
for sleep restriction, SR) as possible predictor factors of mortality.  
 
Dependent variable Independent variables B Wald p OR 95% CI 
Mortality 
Disease (CKD) 3.53 11.2 <0.001 34.2 4.31-271.1 
Treatment (Sildenafil) -1.37 5.69 <0.05 0.25 0.08-0.78 
Sleep (SR) 0.47 0.75 >0.05 1.61 0.55-4.69 
Constant -3.64 11.5 >0.05 0.03 - 
B: correlation coefficient; p: statistical value; OR: odds ratio; CI: confidence interval; 
 
 
Table S1. Sexual behavior training - Mean data of mount latency, number of mounts, intromission 
latency, number of intromissions and ejaculation time in the last 2 sexual behavior training tests for the 
groups. No differences between groups. 
  
 
Mount latency 
Number of 
mounts 
Intromission 
latency 
Number of 
intromissions 
Ejaculation 
time 
CTRL+V+NSR 77.6 ± 46.8 11.8 ± 1.5 203.2 6.8 ± 3.9 791 ± 103 
CTRL+V+SR 80.4 ± 15.3 14.6 ± 1.6 218.2 7.6 ± 2.9 892.5 ± 95 
CTRL+S+NSR 82.2 ± 37.2 12.6 ± 8.0 119 5.6 ± 2.4 790.5 ± 102 
CTRL+S+SR 71.2 ± 13.9 9.6 ± 3.0 104.4 4.8 ± 1.0 895 ± 56 
CKD+V+NSR 74.4 ± 29.6 8.4 ± 3.1 103.8 6.2 ± 2.4 768.5 ± 127 
CKD+V+SR 84.2 ± 6.3 9.0 ± 2.6 55.8 7.6 ± 1.5 790.5 ± 104 
CKD+S+NSR 74.4 ± 45.8 8.4 ± 1.1 217.2 8.4 ± 2.3 671.5 ± 139 
CKD+S+SR 88.8 ± 13.4 10.4 ± 2.3 146.4 9.0 ± 2.2 681.5 ± 127 
CTRL+V+NSR: control, treated with vehicle, non-sleep restricted; CTRL+S+NSR: control, treated with 
sildenafil, non-sleep restricted; CKD+V+NSR: chronic kidney disease, treated with vehicle, non-sleep 
restricted; CKD+S+NSR: chronic kidney disease, treated with sildenafil, non-sleep restricted; 
CTRL+V+SR: control, treated with vehicle, sleep restricted; CTRL+S+SR: control, treated with 
sildenafil, sleep restricted; CKD+V+SR: chronic kidney disease, treated with vehicle, sleep restricted; 
CKD+S+SR: chronic kidney disease, treated with sildenafil, sleep restricted; 
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Table S2. Sexual behavior test - Percentage of rats displaying mount, intromission or  ejaculation (%), 
number of mounts and intromissions, intercopulatory interval (ICI, s) and interintromission interval (III, 
s) of the animals in the sexual behavior test after 8 weeks of the experimental protocol. Animal groups: 
 
 
CTRL+V+NSR: control, treated with vehicle, non-sleep restricted; CTRL+S+NSR: control, treated with 
sildenafil, non-sleep restricted; CKD+V+NSR: chronic kidney disease, treated with vehicle, non-sleep 
restricted; CKD+S+NSR: chronic kidney disease, treated with sildenafil, non-sleep restricted; 
CTRL+V+SR: control, treated with vehicle, sleep restricted; CTRL+S+SR: control, treated with 
sildenafil, sleep restricted; CKD+V+SR: chronic kidney disease, treated with vehicle, sleep restricted; 
CKD+S+SR: chronic kidney disease, treated with sildenafil, sleep restricted; 
 #p<0.05 compared to the respective CKD+S group; 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Mount 
frequency (%) 
Intromission 
frequency (%) 
Ejaculation 
frequency (%) 
Number of 
mounts 
Number of 
intromissions ICI (s) III (s) 
CTRL+V+NSR 100 91 27 13 ± 3 10 ± 3 134 ± 48 345 ± 157 
CTRL+V+SR 100 100 33 22 ± 5 16 ± 2 49 ± 8 100 ± 13 
CTRL+S+NSR 91 75 0 11 ± 3 4 ± 1   252 ± 156 754 ± 223 
CTRL+S+SR 100 100 36 19 ± 3 17 ± 4 46 ± 7 210 ± 81 
CKD+V+NSR 75 31 0 8 ± 3     0.4 ± 0.2*#     733 ± 193*#    1562 ± 162*# 
CKD+V+SR 60 40 33 13 ± 4     3 ± 1*#     785 ± 232*#    1206 ± 197*# 
CKD+S+NSR 95 81 47 15 ± 3 13 ± 3  260 ± 122      446 ± 148 
CKD+S+SR 100 95 44 11 ± 2 11 ± 2 42 ± 5 89 ± 14 
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Table S3. Predictors of sexual performance - Binary linear regression models showing the odds ratio 
(OR) of Disease (reference for chronic kidney disease, CKD), Treatment (reference for sildenafil) and 
Sleep (reference for sleep restriction, SR) factors related to display of mount, intromission or 
ejaculation. 
 
Dependent variable Independent variables B Wald p OR 95% CI 
Mount  
Disease (CKD) -2.38 4.85 <0.05 0.09 0.01-0.77 
Treatment (Sildenafil) 2.12 6.78 <0.01 8.36 1.69-41.38 
Sleep (SR) -0.09 0.02 >0.05 0.92 0.25-3.34 
Constant 3.30 9.37 <0.01 26.99 - 
  
            
Intromission 
Disease (CKD) -2.16 11.77 <0.01 0.12 0.03-0.40 
Treatment (Sildenafil) 1.86 12.32 <0.0001 6.40 2.28-17.98 
Sleep (SR) 0.98 3.65 0.056 2.66 0.98-7.25 
Constant 1.40 5.90 <0.05 4.05 - 
  
            
Ejaculation 
Disease (CKD) 0.05 0.01 >0.05 1.06 0.43-2.57 
Treatment (Sildenafil) 0.90 3.82 <0.05 2.45 1.01-6.07 
Sleep (SR) 0.78 3.05 >0.05 2.18 0.91-5.24 
Constant -2.07 20.07 <0.0001 0.13 - 
B: correlation coefficient; p: statistical value; OR: odds ratio; CI: confidence interval; 
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Table S4. Predictors of comorbidities - Multivariate analysis for determination of independent 
predictors of clearance of creatinine, proteinuria, ΔSBP, ΔHR, SAI, total number of intromissions, 
intromission latency and testosterone as dependent variable.  
Variable Risk factors β t p 
Clearance of creatinine 
(Constant)   11.22 <0.0001 
Disease (CKD) -0.52 -5.48 <0.0001 
ΔSBP -0.25 -2.82 <0.01 
Sleep (SR) -0.22 -3.19 <0.01 
Kidney SOD 0.18 2.14 <0.05 
Proteinuria 
(Constant)   -0.38 >0.05 
ΔSBP 0.62 8.55 <0.0001 
Cholesterol 0.48 5.29 <0.0001 
Kidney iNOS -0.20 -2.56 <0.05 
ΔSBP 
(Constant)   3.16 <0.01 
Treatment (S) -0.37 -4.89 <0.0001 
Disease (CKD) 0.88 9.02 <0.0001 
Kidney NOX2 -0.31 -3.13 <0.01 
Sleep (SR) 0.22 2.82 <0.01 
ΔHR 
(Constant)   -0.84 .0.05 
Disease (CKD) 0.55 5.74 <0.0001 
Treatment (S) 0.33 3.50 <0.001 
SAI 
(Constant)   0.42 >0.05 
Testis DDAH1 0.63 6.09 <0.0001 
Cholesterol -0.43 -4.07 <0.001 
Testis NOX2 -0.33 -3.26 <0.01 
Treatment (S) 0.23 2.13 <0.05 
Total number of intromissions 
(Constant)   3.71 <0.001 
ΔSBP -0.24 -2.00 <0.05 
Sleep (SR) 0.30 2.60 <0.05 
FSH 0.33 2.73 <0.01 
IL-6 -0.27 -2.38 <0.05 
Cavernous NOX4 -0.25 -2.11 <0.05 
Intromission latency 
(Constant)   -0.18 >0.05 
ΔSBP 0.27 3.54 <0.01 
Testis NOX2 0.29 6.37 <0.0001 
Testis DDAH1 -0.44 -8.16 <0.0001 
External glomerular volume 0.26 4.34 <0.001 
HDL 0.26 4.18 <0.01 
Cavernous NOX4 0.11 2.41 <0.05 
Testosterone 
(Constant)   -2.08 >0.05 
Testis iNOS 0.67 5.29 <0.0001 
Sleep (SR) -0.26 -2.18 <0.05 
Δ Body weight -0.59 -4.61 <0.001 
Treatment (S) 0.48 4.62 <0.001 
LH 0.38 3.77 <0.01 
ACTH -0.38 -2.94 <0.05 
209 
 
 
CKD: chronic kidney disease; ΔSBP: blood pressure variation (final – initial); SR: sleep restriction; 
SOD: superoxide dismutase; iNOS: inducible nitric oxide synthase; S: sildenafil; NOX2: NADPH-
oxidase subunit 2; DDAH1: dimethylarginine dimethylaminohydrolase 1; FSH: folicule stimulating 
hormone; IL-6: interleukin 6; NOX4: NADPH-oxidase subunit 4; HDL: high density lipoprotein; LH: 
luteinizing hormone; ACTH: adrenocorticotrophic hormone 
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Abstract 
Chronic kidney disease (CKD) is a disease with high morbidity and mortality, which 
requires costly treatment and has significant impact on quality of life. Along its 
progression, it is usual the development of sleep disorders, which have been recenlty 
linked to a lower chance of survival in this population. Due to the constant exposure 
to stressful situations such as dialysis, kidney transplantation and stay at hospital 
enviroment, sleep restriction is another factor inherent in the daily life of patients with 
CKD. It is known, however, that sleep is essential for the restoration and 
maintenance of body homeostasis, suggesting a possible role for lack of sleep to the 
aggravation of CKD. Accordingly, an alternative treatment that could prevent or treat 
possible complications arising from sleep debt and improve the disease outcomes 
would be a breakthrough of great importance. Therefore, this study aimed to 
investigate the role of sleep and sildenafil in the progression of CKD by two 
investigations: 1) The study of sleep pattern in the evolution of CKD; 2) Effects of 
sildenafil and sleep restriction in the progression of CKD. Regarding the first study, 
the results revealed that after eight weeks, animals with CKD showed a fragmented 
sleep in addition to a reversal pattern of sleep-wake cycle, which offset the sleep 
homeostatic need. After 12 weeks of CKD, however, there was a reduction in the 
total sleep time, mainly due to decrease of the paradoxal sleep, and an increase in 
the number of awakenings. The loss of renal function and increase in systolic blood 
pressure were considered independent predictors of the poor quality of sleep. 
Regarding the second study, it was observed that the treatment with sildenafil was 
able to reduce proteinuria and changes in renal morphology, increasing creatinine 
clearance and preventing the development of hypertension, excessive weight loss, 
hypogonadism, erectile dysfunction, dyslipidemia and the increase of pro-
inflammatory cytokines IL-1α, TNF α, and IL-17. However, given the sleep restriction 
these effects were attenuated, with exception of the improvement in the sexual 
behavior. There was also an increase in survival rate induced by treatment with 
sildenafil, which decreased by 75% the risk of mortality. In the heart, the gene 
expression of eNOS and ACE2 increased selectively in CKD non-restricted animals, 
explaining in part the reduction of hypertension in this group. However, increased 
cardiac expression of NOX2 associated with high aldosterone levels were found in 
the CKD group treated with sildenafil and sleep restricted, which also showed a 
  
 
significant increase in heart rate. In the kidney, we observed increased expression of 
NOX2 and reduced NOX4 and DDAH1 in the CKD animals compared to controls, 
regardless of treatment and sleep restriction. However, the expression of eNOS was 
higher in the CKD group treated with sildenafil but non-sleep restricted compared to 
CKD animals treated with vehicle and non-sleep restricted as well as with CKD 
animals treated with sildenafil and sleep restricted. In the testis, sleep restriction 
increased the expression of eNOS, explaining in part the improvement of sexual 
performance. Furthermore, a reduction in the gene expression of ACE2 and DDAH1 
were found only in the CKD animals treated with vehicle in relation to the other 
groups. In the corpus cavernosum, the NOX2 expression was reduced by treatment 
with sildenafil in the CKD animals, regardless of the sleep restriction. Also, increased 
expression of eNOS and ACE2 were observed only in the CKD treated with sildenafil 
and non-sleep restricted. After the sleep restriction, an increase of iNOS expression 
was observed in the CKD group treated with vehicle. In conclusion, this study 
showed that both the changes in sleep architecture and the reduction in sleep time 
are related to further advancement of CKD in a bidirectional manner. In addition, 
sildenafil has benefits in CKD, because it slows disease progression and prevents 
the development of hypertension and erectile dysfunction through changes mediated 
by the reduction of NOX2 and increase of NOS, ACE2 and DDAH1 gene expression 
in multiple organs. Nevertheless, a possible cardiotoxic effect must be further 
investigated. In general, this work suggests that for a better evolution of CKD it is 
important an adequate quality and quantity of sleep. 
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